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RÉSUMÉ 
Plusieurs domaines de recherche, tels que la toxicologie, la pharmacologie, la 
recherche et développement de nouveaux médicaments et la médecine, exige 
l'utilisation d'une grande quantité d 'hépatocytes. Les hépatocytes de rats sont un 
modèle physiologique important pour étudier in vitro les composés au niveau de leur 
hépatotoxicité, l'induction des enzymes du métabolisme telles que les isoformes du 
cytochrome P450 et leurs interactions médicamenteuses, ainsi que pour établir la 
pertinence du modèle par rapport à l'homme. 
La cryoconservation permet de préserver une grande quantité d'hépatocytes 
fonctionnels. Cependant, les hépatocytes sont des cellules extrêmement sensibles aux 
dommages induits par le gel et le dégel, même après l'addition des cryoprotectants 
classiques tel que le DMSO. La cryoconservation réduit la viabilité et certaines 
fonctions hépatospécifiques. Le changement le plus prononcé est la diminution de 
leur efficacité d'attachement. L'adhésion des cellules à la matrice extracellulaire et les 
contacts cellules-cellules sont cruciaux pour plusieurs fonctions cellulaires. Ces 
processus sont en partie régulés par les molécules d'adhésion cellulaire. Les 
mécanismes responsables de la réduction de l'efficacité d'attachement des hépatocytes 
cryoconservés ne sont pas bien élucidés. Ainsi, l'amélioration des techniques de 
cryoconservation est nécessaire afin d'améliorer les fonctions et de réduire les 
dommages cellulaires. Dans cette thèse, nous décrivons une nouvelle méthode 
efficace pour la cryoconservation de cellules de mammifères basée sur l'utilisation 
d'un extrait de protéines de blé (WPE) ou d'un extrait partiellement purifié avec le 
sulfate d'ammonium ou l'acétone (SuIWPE ou AcWPE) ou de protéines 
recombinantes associées à la tolérance au gel chez le blé. Ces méthodes permettent 
l'entreposage à long terme et la récupération d'une grande quantité de cellules viables 
et dont les fonctions sont maintenues. 
Pour tester l'efficacité de cette nouvelle méthode, nous avons mesuré 
plusieurs paramètres, tels que la viabilité immédiatement après dégel, la viabilité en 
culture, l'efficacité d'adhésion et l'évaluation des fonctions hépatospécifiques 
(sécrétion d'albumine, biotransformation de l'ammonium en urée, activité basale et 
inductibilité du cytochrome P450). 
En culture, la morphologie des hépatocytes cryoconservés avec l'extrait de 
protéines de blé (WPE), l'extrait partiellement purifié (SuIWPE ou AcWPE) et les 
protéines recombinantes associées à la tolérance au gel chez le blé 
(WCS 120"WSCI9,WCOR41 O,TaTIL et TaIRl-2), est semblable à celle des cellules 
fraîches. De plus, la stabilité des trois principales molécules d'adhésion, soit 
l'intégrine ~ l, la E-cadhérine et la ~-caténine fut étudiée. L'expression des molécules 
d'adhésion est généralement inférieure chez les hépatocytes cryoconservés avec le 
XXI 
diméthylsulfoxyde (DMSO), comparativement au WPE. L'intégrine pl et la p­
caténine sont les plus touchées par la cryoconservation. Les molécules d'adhésion 
sont préservées chez les hépatocytes cryoconservés avec les SuIWPE, AcWPE ou les 
protéines recombinantes; l'expression étant faiblement diminuée comparativement 
aux hépatocytes frais. Par le fait même, l'adhérence cellulaire des cellules 
cryopréservées avec les SuIWPE, Ac WPE ou les protéines recombinantes est 
supérieure (70%) à celle des cellules cryopréservées avec le WPE ou le DMSO 
(50%). 
Les fonctions hépatospécifiques telles que la sécrétion d'albumine et la 
biotransformation de l'ammonium en urée sont maintenues durant 4 jours de culture, 
pour les cellules cryoconservées aves les WPEs. Nous avons également déterminé 
que les WPE, SuIWPE, AcWPE ou les protéines recombinantes peuvent améliorer les 
activités des principaux isoformes du cytochrome P450, chez les hépatocytes en 
suspension et en culture après cryoconservation. Ceci a été réalisé en comparant les 
activités basales et inductibles des isoformes CYP 1A1/2, 2C6, 2D2 et 3A1/2 dans les 
hépatocytes de rat cryoconservés avec les WPE, Sul WPE, AcWPE ou les protéines 
recombinantes comparativement aux cellules fraîches et les cellules cryoconservées 
au DMSO. Nous démontrons d'une manière concluante que les hépatocytes de rat 
cryoconservés avec les WPE, SuIWPE, Ac WPE ou les protéines recombinantes 
maintiennent le même niveau de compétence métabolique et de capacité à répondre 
aux inducteurs classiques du CYP, que les hépatocytes fraîchement isolés. 
Ces résultats démontrent clairement que le WPE, et plus particulièrement, les 
SuIWPE, AcWPE et les protéines recombinantes, sont plus efficaces que la teclmique 
classique de cryoconservation au DMSO pour les hépatocytes de rat, tant pour le 
maintien de l'expression des molécules d'adhésion que pour leurs fonctions 
hépatospécifiques. Les extraits WPE, SuIWPE, Ac WPE et protéines recombinantes 
contiennent des agents cryoprotecteurs potentiellement universels pour les cellules de 
mammifères, tout en étant économiques et non-toxiques. 
Mots-clés: Foie, hépatocytes, cryoconservation, protéines de blé, viabilité, activité 
métabolique, cyrochrome p450, molécules d'adhésion. 
CHAPITRE 1
 
PROBLÉMATIQUE 
2 
Le foie est l'organe du corps humain le plus volumineux, le plus complexe et le plus 
actif au point de vue métabolique. Il est constitué principalement par des hépatocytes. 
Ces cellules correspondent à 70% de la population cellulaire totale et à 80% du 
volume hépatique (Meeks et al., 1991). Les hépatocytes sont responsables de la 
majorité des fonctions du foie telles que la synthèse et la sécrétion des protéines 
essentielles (Clément et Guillouzo, 1992). Elles sont également impliquées dans la 
biotransformation et la sécrétion des composés endogènes et exogènes (Antikainen et 
Pihakaski, 1994; Glicklis et al., 2000). 
Dans les études en pharmacologie : toxicologie, on utilise couramment les 
hépatocytes car il est plus facile de travailler avec des cellules isolées qu'avec des 
animaux entiers (Antikainen et Pihakaski, 1994; Wrighton et al., 1995). L'utilisation 
des cellules isolées permet de tester plusieurs conditions ou traitements sur le même 
animal, alors qu'un animal par condition ou traitement serait requis. De plus, au cours 
des dernières années, l'utilisation des animaux de laboratoire devient très restreint et 
problématique. 
Les hépatocytes représentent le modèle expérimental in vitro le plus 
physiologiquement représentatif du foie. L'utilisation d'autres modèles hépatiques tels 
que les microsomes pennettent uniquement de suivre la biotransfonnation de phase 1, 
tandis que les fines tranches de foie peuvent entraîner des artéfacts importants dus à 
la pénétration limitée des drogues à travers plusieurs couches de cellules. En raison 
de leurs propriétés métaboliques, les hépatocytes représentent un système cellulaire 
ininterrompu, comportant tous les enzymes et les cofacteurs, qui sont présents au 
niveau physiologique. L'utilisation des hépatocytes donnent des résultats qui sont 
représentifs de ceux obtenus in vivo, en termes de profils et taux métaboliques 
(Billings et al., 1977; Houston, 1994; Kedderis, 1997). Pour la recherche et le 
développement de nouveaux médicaments, les hépatocytes en suspension et en 
cultures monocouche sont utilisés. En raison de leur durée de vie limitée 
3 
(approximativement 5 h), les suspensions d'hépatocytes peuvent être utilisées que 
pour des études sur la stabilité métabolique hépatique, l'inhibition des isoformes du 
cytochrome P450 (CYPs) et les transporteurs de médicaments (Li, 2007). Cependant, 
les études d'induction du CYP qui permettent de détecter les interactions 
médicamenteuse, qui sont exigées par la FDA, requiert l'utilisation d'hépatocyte en 
culture sur une durée de 2 à 3 jours. La recherche dans le domaine pharmacologique 
demande donc une grande quantité de cellules. Pour cette raison, la cryoconservation 
d'hépatocytes de bonne qualité serait d'une valeur considérable (Powis et al., 1987; 
Santone et al., 1989; Zaleski et al., 1993). 
Cependant, les hépatocytes sont extrêmement sensibles aux dommages lors de la 
congélation / décongélation. Depuis quelques années, plusieurs méthodes pour la 
cryoconservation des hépatocytes ont été développées (Diener et al., 1993; Utesch et 
al., 1992). Des agents cryoprotecteurs tels que le diméthylsulfoxyde (DMSO) ou le 
glycérol sont actuellement utilisés pour protéger les cellules et les tissus contre la 
déshydratation provoquée par la fonnation de la glace intracellulaire pendant la 
congélation. Cependant, le DMSO est toxique et doit être éliminé rapidement lors de 
la décongélation (Fahy, 1986) car il cause un stress osmotique qui affecte la 
compétence métabolique des cellules (Schneider et Mazur, 1987). Afin d'améliorer la 
qualité des hépatocytes cryoconservés, certains chercheurs ont modifié la technique 
de cryoconservation basée sur l'utilisation du DMSO en ajoutant des composés aux 
propriétés antioxydantes ou stabilisantes (Diener et al., 1993; Utesch et al., 1992). 
Plusieurs études ont démontré que le contenu en cytochrome P-450, le taux 
d'hydroxylation de la testostérone, et les activités de l'hydrolase sulfotransférase, de la 
UDP-glucuronosyl transférase (UDP-GT), de l'époxyde hydrolase cytosolique et 
microsomale, aussi bien que la glutathion S-transférase cytosolique (GST), sont 
semblables dans les cellules fraîchement isolées et les cellules cryoconservées juste 
après le dégel (Diener et Oesch, 1995; Diener et al., 1993; Utesch et al., 1992). Une 
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autre étude a démontré que les hépatocytes cryoconservés maintenaient leur capacité 
de transporter les drogues et de biotransformer ces drogues via les cytochromes p450 
(Houle et al., 2003). Cependant, les hépatocytes cryoconservés démontrent une 
réduction marquée de la viabilité, de l'efficacité d'attachement et de diverses 
fonctions hépatiques comparativement aux cellules fraîchement isolées (Chesne et 
Guillouzo, 1988; Dou et al., 1992; Innes et al., 1988; Powis et al., 1987; Utesch et al., 
1992). En conséquence, une cellule cryoconservée en présence de DMSO ne présente 
pas un métabolisme normal comparativement à des cellules ou des tissus frais et peut 
mener à une interprétation incorrecte des résultats. 
De plus, les hépatocytes ne se divisent pas en culture, il est donc nécessaire de trouver 
des alternatives aux cryoprotecteurs existants, pour réduire les dommages cellulaires 
et fonctionnels des hépatocytes, afin d'augmenter la quantité de cellules viables 
disponibles pour les analyses. Afin de trouver de nouvelles stratégies, les 
scientifiques considèrent les substances produites par les organismes qui survivent 
aux conditions de congélation comme alternative au DMSO. Ainsi, le blé d'hiver, qui 
a développé des stratégies pour tolérer le froid hivernal, devient une source 
potentielle de substances cryoprotectrices. 
Au cours de l'acclimatation au froid, les plantes répondent en modifiant la 
composition des constituants de leurs membranes en augmentant le degré 
d'insaturation des phospholipides (Antikainen et Pihakaski, 1994; Harwood et al., 
1994; Lynch et Steponkus, 1987; Uemura et Steponkus, 1994; Zhou et al., 1994). De 
plus, il modifient leur contenu en sucres; une augmentation du sucrose, raffinose, 
sorbitol et des fructans est remarquée (Antikainen et Pihakaski, 1994; Bachrnann et 
al., 1994; Mitchell et Madore, 1992; Pollock et al., 1988). Par ailleurs, les teneurs en 
antioxydants sont modifiés: Ainsi, il y a une augmentation des contenus en 
glutathion (GSH), vitamines C (ascorbate) et E (a-tocophérol). Également les 
activités de plusieurs enzymes (superoxyde dismutase (SOD), glutathion peroxydase 
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(GPX), glutathion réductase (GR), ascorbate peroxydase (APX) et catalase) 
augmentent (Noctor et Foyer, 1998). De plus, il y a accumulation de protéines 
associées à la tolérance au gel telles que WCS 120, WCS 19, WCOR410, TaTIL, 
TaIRl (Danyluk et al., 1998; Frenette Charron et al., 2002; Boude et al., 1995; 
N'Dong et al., 2002; Tremblay et al., 2005) . Plusieurs études ont rapporté également 
une augmentation de la teneur en osmoprotecteurs tels que la proline (Delauney et 
Verma, 1993; Bare et al., 1999), le 3-diméthylsulfoniopropionate (McNeil et al., 
1999), les polyamines (Bouchereau et al., 1999; Kumar et Minocha, 1998), le 
trigonelline (Tramontano et Jouve, 1997) et les bétaïnes (McNeil et al., 1999; Naidu 
et al., 1991; Nomura et al., 1995; Nuccio et al., 1999). 
La présente étude vise donc à explorer les propriétés cryoprotectrices des protéines de 
blé d'hiver afin de développer une méthode plus efficace et alternàtive à celle basée 
sur l'utilisation du DMSO pour la cryoconservation des hépatocytes et d'autres 
cellules de mammifères. 
Notre 1eTe hypothèse est que tous les composés, qui pennettent aux plantes de 
survivre au gel, pourraient également servir d'agent de cryoprotection pour les 
cellules animales, telles que les hépatocytes. Afin de vérifier cette hypothèse nous 
avons évalué le potentiel cryoprotecteur d'un extrait brut de blé d'hiver (WPE) chez 
les hépatocytes de rat. Le potentiel cryoprotecteur sera évalué en mesurant les 
paramètres suivants: viabilité après dégel, viabilité en culture, efficacité d'adhésion, 
fonctions hépatospécifiques (sécrétion d'albumine, métabolisme de l'ammonium en 
urée, activité basale et inductibilité du cytochrome P450). 
L'extrait brut est un mélange de protéines, de polysaccharides et d'autres composés. 
Notre hypothèse de base est que panni tous les composés du WPE, les protéines 
jouent un rôle important dans le potentiel cryoprotecteur des WPEs. Afin de répondre 
à cette question nous avons partiellement purifié le WPE (avec le sulfate 
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d'ammonium (SuIWPE) ou l'acétone (AcWPE)). Ainsi ces extraits seront enrichis en 
protéines. Par conséquent, nous évaluerons le potentiel cryoprotecteur des extraits 
SulWPE et AcWPE selon les mêmes analyses que pour les WPEs. 
De plus, comme je l'ai mentionné plus haut, pour se protéger contre le gel, le blé 
d 'hiver accumule des protéines associéesà la tolérance au gel (WFTP). Ceci nous 
amène a proposer que ces protéines qui s'accumulent chez le blé lors de 
l'acclimatation au froid, devraient posséder des propriétés cryoprotectrices qui 
pourraient leur permettre de surpasser les cryoprotecteurs classiques. Par ailleurs, 
puisqu'elles possèdent des modes d'actions différents, leur utilisation seule ou en 
combinaison devrait nous permettre de parvenir à de très bons taux de viabilité après 
le dégel de cellules cryoconservées. Nous avons donc tenté de déterminer le potentiel 
cryoprotecteur des protéines de tolérance au gel du blé, telles que la WCS12Û, 
WCS19, WCOR41O, TaTIL et TaIRl-2, en effectuant la même série d'analyses que 
pour les WPEs. 
La mise au point de la technique de cryoconservation des hépatocytes de rats nous 
permet d'espérer le développement et l'optimisation du protocole de cryoconservation 
pour les hépatocytes humains. Une telle amélioration pourrait fournir une solution 
pour la disponibilité d 'hépatocytes pour la transplantation dans des cas de déficiences 
aigües hépatiques ou de défauts métaboliques (Terry et al., 2ûû6a). Cela pourrait 
également permettre l'établissement de nouveaux protocoles permettant de 
déterminer les phases 1 et II des nouveaux médicaments directement sur des 
hépatocytes humains. Ces techniques permettraient une augmentation de la sécurité 
des tests. De plus, en travaillant avec un système in vitro humain, les polymorphismes 
pourraient également être étudiés. 
CHAPITRE II
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2.1 LE FOIE 
Le foie est l'organe du corps le plus volumineux, le plus complexe et le plus 
dynamique au point de vue métabolique. Chez l'humain, le foie adulte pèse entre 
1400 et 1600 g, soit 1/50 du poids corporel. Il est composé de deux lobes 
anatomiques, dont le droit est séparé du gauche par le ligament falciforme (figure 2.1). 
Un lobe est formé de plusieurs petits segments nommés lobules hépatiques. Ils sont 
séparés par des fissures interlobulaires qui s'élargissent et se regroupent en un point 
de jonction nommé espace porte (Meeks et al., 1991; O'Grady et al., 2001). 
diaphragme
lobe droit /-- ligament
 
coronaire
 
L.­ ligament 
falciforme 
fond de la
 
vésicule biliaire
 
Figure 2.1 Dessin anatomique du foie: vue de la face supérieure (Encyclopœdia 
Britannica, 2003). 
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Le foie possède un apport sanguin double (figure 2.2). La veine porte transporte au 
foie le sang de la rate et du tube digestif. Elle naît de la jonction de la veine splénique, 
de la veine mésentérique inférieure et de la veine mésentérique supérieure. L'artère 
hépatique apporte au foie le sang artériel. Elle naît du tronc ceeliaque. Le sang est 
drainé, majoritairement, par les veines sus-hépatiques. 
inf~ri(lt· vl!'na (.~va -------, posterior view Al 
te-rE'S 
liq.m.nt 
9allbladd..-------------' 
sinusoids 
B) 
hopatoeyt. 
branch 01 p4Jrt.i1 v~in 
broneh of h.patie "tory 
distributing vE'in 
Cfntral vE'in 
€) 2003 Enoyolop..dia Britanniea, Ine. 
Figure 2.2 Schéma d'une coupe anatomique du foie et représentation du réseau 
sanguin alimentant le foie (Encyclopredia Britannica, 2003). 
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2.1.1 LES CELLULES PARENCHYMATEUSES 
L'unité structurale et fonctionnelle du parenchyme hépatique est l'acinus (fig. 2.3), 
qui est organisé autour de deux lits vasculaires distincts : six ensembles de triades 
portiques, chacune avec une veinule portique, artériole hépatique, et un conduit 
biliaire, forment la périphérie et la veine centrale. Le parenchyme se compose de 
ceIJules (les hépatocytes) bordant les deux côtés d'un endothélium sinusoïdal fenêtré 
(Jones et Spring-Mills, 1983). Le flot sanguin va des veinules portiques et des 
artérioles hépatiques aux triades portiques, par les sinusoïdes, aux veinules hépatiques 
terminales, et à la veine centrale (Campra et Reynolds, 1989). 
CV : veinule portique, K : cellules 
de Kupffer, FSC : cellule de Ito, 
BC : conduit biliaire, En : cellules 
endothéliales, S: sinusoïde avec 
fenestrations, HAb: artère 
hépatique, PVb : veine portale 
Figure 2.3 Acinus hépatique (Muto et Yamamoto, 1978) 
Il 
Basé sur ce modèle micro circulatoire, l'acinus est divisé en trois zones (fig. 2.4): 
zone l, la région périportale ; zone 2, la région centrale ; et zone 3, la région 
entourant la veine centrale ou la veinule hépatique terminale (Bennett et al., 1987; 
Campra et Reynolds, 1989; Jones et Spring-Mills, 1983; Loud, 1968). 
L'hétérogénéité morphologique, biochimique, et fonctionnelle des hépatocytes est 
dépendante de leur localisation zonale. 
J, l • •VEINE PORTE , 1 1 
• 1 • 1 • 1 •  •
•
.'
• • • 
'..' VEINE CENTRALE 
V 
ZOI\JE1 ZONE 2 ZONE 3 
Figure 2.4 Représentation de la division de l'acinus 
Les cellules parenchymateuses hépatiques ou hépatocytes sont des cellules 
polyédriques de 25 à 30 /lm de diamètre (Berry et Friend, 1969). Les hépatocytes ont 
un cytoplasme éosinophile, avec beaucoup de mitochondries, et granuleux, puisque le 
cytoplasme est riche en organites. Elles représentent 80% de la masse du foie (Meeks 
et al., 1991). 
L'hépatocyte est au carrefour des voies métaboliques. Il possède les enzymes 
impliquées dans les réactions de biotransformation de la phase l et II. Il s'adapte aux 
besoins de l'organisme grâce à une infinité de mécanismes de rétrorégulation. Une 
des particularités de ces cellules est leur double polarité orientée, d'une part, vers le 
courant sanguin (fonction endocrine - contact avec le sang, participation à la 
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pinocytose, diffusion, etc.) et d'autre part, vers l'arbre biliaire (fonction exocrine - la 
bile) (Belinsky et al., 1986; lungennalUl et Katz, 1989). 
Les hépatocytes possèdent aussi une hétérogénéité fonctiolUlelle (Haussinger, 1990). 
Les cellules sont plus petites dans la zone l, intermédiaire dans la zone 2, et plus 
grandes dans la zone 3, et il y a des variations de la morphologie des mitochondries, 
du réticulum endoplasmique, et des granules de glycogène (Loud, 1968). Les cellules 
dans la zone 1 sont toujours diploïdes, tandis que dans la zone 3, elles sont de plus en 
plus polyploïdes (Wilson et Leduc, 1948). Leur potentiel métabolique diffère selon 
leur localisation dans le foie. Les hépatocytes de la zone périportale (afférente) et 
périveineuse contielUlent différentes enzymes qui participent à divers processus 
métaboliques. En outre, les capacités prolifératives des hépatocytes dans la zone 
sont considérablement plus grandes que celle de la zone 3 (Gebhardt, 1988). 
2.1.2 LES CELLULES NON PARENCHYMATEUSES 
Les sinusoïdes contielUlent plusieurs autres types cellulaires (cellules non 
parenchymateuses) qui représentent 30 à 35% des cellules hépatiques. Environ 80 à 
90% des cellules non parenchymateuses sont des macro-phagocytes stellaires appelés 
également des cellules de Kupffer (variété de globules blancs de volume important) 
et qui représentent approximativement 10% de la population cellulaire du foie. Les 
cellules de Kupffer bordent les capillaires hépatiques. Leur fonction principale est la 
phagocytose des particules colloïdales, des bactéries, des complexes immunologiques, 
des cellules tumorales, des liposomes et du fer sanguin contenu dans les capillaires 
hépatiques. 
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Environ 7% des cellules du foie sont constituées de cellules étoilées (Iipocytes, 
cellules de !to). Leurs fonctions sont: l'entreposage, le métabolisme de la vitamine A 
(l'ester du rétinyl) et la synthèse du collagène. Elles peuvent se dédifférencier et 
fabriquer du tissu conjonctif lors de certaines pathologies comme la fibrose suite à 
l'inflammation chronique et la nécrose. 
Les cellules endothéliales représentent environ 17% de la population cellulaire du 
foie. Leur principale fonction est de fonner une baITière entre le sang des capillaires 
et le parenchyme du foie. Elles bloquent aussi le passage des chylomicrons vers le 
foie. Elles participent également au catabolisme des glycoprotéines, des lipoprotéines, 
des albumines et des acides hyaluroniques. 
2.2 LES DIFFÉRENTS RÔLES DU FOIE 
Le foie possède de multiples fonctions. Le premier rôle est de maintenir une glycémie 
constante. Le glucose sanguin est emmagasiné dans les hépatocytes sous forme de 
glycogène (glycogénogenèse) et, inversement, le glycogène intracellulaire peut subir 
une glycogénolyse pour libérer du glucose dans le sang. Ces mécanismes sont régulés 
par l'insuline qui est une hormone hypoglycémiante stimulant la glycogénogenèse et 
le glucagon, une hormone hyperglycémiante, favorisant la glycogénolyse. Au 
niveau des hépatocytes, il se produit également la néoglucogenèse, voie métabolique 
qui permet de transformer les acides aminés, l'acide lactique et les lipides en glucose 
(O'Grady et al., 2001). Le foie est aussi responsable de la synthèse de plusieurs 
protéines dont certaines sont des protéines de structure et d'autres des protéines 
plasmatiques, comme l'albumine (Bennett et al., 1987; Guguen-Guillouzo et al., 
1983). Les hépatocytes sont également le lieu de synthèse de certains facteurs de la 
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coagulation dépendants de la vitamine K (facteur II, VII, IX, X), ou indépendants de 
cette vitamine (facteur V) (O'Grady et al., 2001). 
Les hépatocytes transforment aussi les chylomicrons en lipoprotéines plasmatiques 
circulant librement dans le sang et assimilables par les tissus de l'organisme. 
L'hépatocyte fabrique des lipides de structure, mais aussi des lipides utiles à 
l'organisme, des "lipides de réserve" et le cholestérol. L'hépatocyte est également le 
lieu de stockage de certaines vitamines. Le foie peut emmagasiner des réserves de 
vitamine A pour 1 à 2 ans et des vitamines D et B I2 pour 1 à 4 mois (O'Grady et al., 
2001). 
C'est également au nIveau du foie que se déroule le cycle de l'urée, chez les 
mammifères. Le cycle de l'urée prend en charge l'ammoniaque issue de la dégradation 
des groupements azotés des acides aminés. Le maintien de cette fonction uréogénique 
dans les cultures d'hépatocytes démontre une bonne viabilité cellulaire (Bennett et al., 
1987; Gaasbeek Janzen et al., 1987; Haussinger, 1990). 
Le foie possède aussi une fonction immunitaire. A l'intérieur des sinusoïdes, on 
retrouve les cellules de Küpffer. Ces macrophages résidents du foie sont en contact 
direct avec le sang. Ces cellules éliminent les débris, les globules rouges en 
dégénérescence et les bactéries provenant de l'intestin. Le foie compte également 
plusieurs vaisseaux lymphatiques (O'Grady et al., 2001). 
Mais l'un des rôles les plus importants est la capacité du foie de métaboliser de 
nombreuses substances et ce grâce à des mécanismes biologiques de conjugaison. 
Une fonction importante est celle assurée par le cytochrome P-450 et cette fonction 
précède très souvent la conjugaison. La conjugaison des produits toxiques se fait soit 
avec l'acide glucuronique (glucuroconjugaison), soit avec des ions sulfate 
(sulfoconjugaison). Ainsi sont neutralisés divers médicaments (ex. les barbituriques) 
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et les honnones stéroïdiennes. Les hépatocytes assurent aussi la glucuroconjugaison 
des pigments biliaires, et des produits de dégradation de l'hémoglobine évacués par la 
bile (O'Grady et al., 2001). 
Dû à l'hétérogénicité du foie, l'expression de gènes à travers le sillon peut être 
unifonne, zonale, ou limitée à différentes cellules situées à l'intérieur d'une des zones 
(Andersen et al., 1983; Chianale et al., 1986; Haussinger, 1990; Jungermann, 1986; 
Lemire et Fausto, 1991; Petropoulos et al., 1985; Poliard et al., 1986; Thurman et 
Kauffinan, 1985; Traber et al., 1988; Wojcik et al., 1988). Les exemples de la 
distribution zonale de l'expression génique incluent des enzymes impliquées dans la 
dégradation du glycogène et la gluconéogenèse (zone 1), la synthèse du glycogène, la 
glycolyse (zone 3) (Jungermann, 1986; Thunnan et Kauffman, 1985; Traber et al., 
1988), les enzymes du cycle de l'urée et le cytochrome P 450 induit au phénobarbital 
(zone 3) (Chianale et al., 1986; Haussinger, 1990; Wojcik et al., 1988). L'expression 
de certaines protéines peut être également limitée à certaines zones: l'a-fétoprotéine 
est périportale (Bennett et al., 1987; Lemire et Fausto, 1991; Petropoulos et al., 1985; 
Poliard et al., 1986) ; la principale protéine urinaire est limitée à 4-5 cellules 
péricentrales (Bennett et al., 1987) ; et la glutamine synthétase est limitée à une seule 
couche de cellules péricentrales (Bennett et al., 1987; Gaasbeek Janzen et al., 1987) 
(voir tableau 2.1). 
16
 
Tableau 2.1 Fonctions métaboliques des hépatocytes selon la localisation dans le foie 
(Jungennann et Katz, 1989) 
Zone périportale Zone périveineuse 
respiration mitochondriale glycolyse 
oxydation des lipides synthèse des acides gras 
cycle du citrate synthèse du glucose 
libération du glucose cétogenèse 
néoglycogenèse conversion de l'ammoniaque en 
glutamine 
synthèse du lactate métabolisme des xénobiotiques: 
formation d'acide mercapturi que, 
synthèse du cholestérol 
glucuronidation, oxydation des 
conversion de l'ammoniaque en l'urée 
xénobiotiques par le cytochrome P450 
conjugaison avec le glutathion
 
peroxydation du glutathion
 
fonnation de la bile
 
2.3 LE MÉTABOLISME DES XÉNOBIOTIQUES AU NIVEAU DU FOIE 
Le foie, le tractus gastro-intestinal, le rein et le poumon sont les principaux organes 
où on retrouve les enzymes de biotransfonnation des xénobiotiques. Le foie 
représente le site majeur de biotransfonnation enzymatique des substances 
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liposolubles endogènes et exogènes. Les différentes réactions de biotransfonnation 
sont regroupées en 2 phases (1 et II). Les métabolites qui en résultent possèdent une 
plus grande hydrosolubilité, facilitant leur excrétion par le rein (Benet et al., 1990). 
Les réactions de phase 1 comprennent: l'oxydation, la réduction et l'hydrolyse. Lors 
de la phase II, les groupes polaires présents sur les métabolites de phase 1 se 
conjuguent avec le glutathion, l'acétate, le glucuronate, le sulfate ou la glycine pour 
produire des composés pouvant être excrétés. Certains xénobiotiques subissent 
directement les réactions de conjugaison de la phase Il, sans passer par la phase I. La 
majeure partie du métabolisme de phase 1 fait appel au cytochrome P450 (CYP). 
Les principales composantes du système d'oxygénase observées dans les microsomes 
du foie (Lu et Coon, 1968) sont: l'hémoprotéine cytochrome P450, la flavoprotéine 
NADPH cytochrome P450 réductase, la flavoprotéine NADH cytochrome b5 
réductase et le Cytochrome b5 liés aux phospholipides et aux différentes cytochromes 
P450 réductases. La majeure partie du système enzymatique est situé dans le REL, 
catalysant la biotransfonnation des médicaments. Le seul critère pour qu'une 
substance soit biotransfonnée par ces enzymes, et particulièrement par les oxydases, 
est la liposolubilité. Le substrat se lie à la forme oxydée du CYP, formant un 
complexe RJ-h-CYP-450 (voir tableau 2.2). 
Les enzymes catalysant les réactions de conjugaison de phase II sont notamment les 
glutathion S-transférases, les UDP-glucuronosyl transférases, les sulfotransférases, 
les N-acétyltransférases, les acyltransférases et les méthyltransférases (voir tableau 
2.2). 
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Tableau 2.2 Les enzymes de biotransfonnation du foie 
Ph""'e l Phase II 
Superfamille du cytochrome P450 Glutathion S-transférase 
Mono-oxygénase à flavine N-Acétyltransférase 
Alcool déshydrogénase Uridine di phosphateglucuronyltransférase 
Aldéhyde déshydrogénase Méthy ltransférase 
Dihydropyrimidine déshydrogénase Acyltransférase 
Butyrylcholinestérase Sulfotransférase 
Cholinestérase 
Hydrolase 
Monoamine-diamine oxydase 
Polyamine oxydase 
Xanthine oxydase 
Alkylhydrazine oxydase 
Paroxonase 
Prostaglandine synthétase-lipoxygénase 
Aromatase 
Azo et nitro réductase 
Carbonyl réductase 
Époxyde hydrolase 
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2.3.1 LE CYTOCHROME P450 
La superfamille des cytochromes P450 comprend plus de 500 gènes qui ont été 
identifiés et caractérisés. Ces gènes sont retrouvés chez 85 espèces d'eucaryotes 
(vertébrés, invertébrés, champignons et plantes) et 20 espèces de procaryotes. Ils sont 
classés en 74 familles, 14 de celles-ci sont présentes chez les mammifères. Vingt-six 
sous-familles sont présentes chez les mammifères alors que 20 de ces dernières sont 
présentes dans le génome humain (Nelson et al., 1996; Rendic et Di Carlo, 1997). 
Quatre familles de cytochromes P450 sont impliquées dans le métabolisme de 
xénobiotiques chez les mammifères (Beaune, 1993). 
Le complexe du CYP est formé de plusieurs isoenzymes possédant des activités 
distinctes. Ces isoenzymes sont classées dans différentes familles. Certaines sont 
inductibles par divers xénobiotiques (voir tableau 2.3). 
La sous-famille CYPIA comporte deux gènes: les gènes CYPIAI et CYPIA2. Ces deux 
gènes sont retrouvés chez toutes les espèces. Le CYPIA2 est exprimé dans le foie de 
façon constitutive alors que le CYPIAI est inductible (Beaune, 1993). Le CYP1AI 
est probablement l'isoenzyme du cytochrome P450 la mieux conservée entre les 
espèces (Gonzalez, 1992). 
La sous-famille CYP2A se compose de trois gènes chez l'humain (CYP2A6, CYP2A7 
et CYP2A13). Les gènes de cette sous-famille ont été caractérisés chez plusieurs 
espèces de mammifères (la souris, le rat, le hamster, le lapin et l'humain). Cependant, 
il faut noter que certaines différences existent entre les espèces au niveau de 
l'expression de cette sous-famille (Smith et al., 1998). 
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La sous-famille CYP2B comporte deux isoformes chez l'humain (CYP2B6 et le 
CYP2B7). Le CYP2B7 est situé dans les poumons et métabolise le benzo[a]pyrène 
alors que le CYP2B6 est présent dans le foie a un niveau très bas et possède une 
variabilité importante (Rendic et Di Carlo, 1997; Smith et al., 1998). 
La sous-famille CYP2C est la plus complexe chez l'humain. Six isoenzymes ont été 
caractérisées, dont quatre ont été identifiées chez l'humain, purifiées et clonées 
(CYP2C8, CYP2C9, CYP2C18 et CYP2C19). L'enzyme la plus présente de cette sous­
famille est le CYP2C9. En plus de toutes se retrouver au niveau au foie, CYP2C8 et 
CYP2C9 sont aussi présents au ruveau des intestins (Beaune, 1993; Rendic et Di 
Carlo, 1997; Smith et al., 1998). 
La sous-famille CYP3A est la plus présente dans le foie humain. Elle représente 
environ 25-28% des cytochromes P450 totaux du foie et peut même atteindre 70%. 
Cette sous-famille est aussi retrouvée au niveau de la muqueuse intestinale, l'utérus, 
le placenta, les reins, les poumons et autres tissus (Rendic et Di Carlo, 1997; Smith et 
al., 1998). Toutes les isoenzymes de la sous-famille CYP3A ont la capacité de 
métaboliser de nombreuses molécules de même que d'activer métaboliquement 
l'aflatoxine B1 et d'autres procancérigènes (Gonzalez, 1992). 
La sous-famille CYP4A se compose de deux gènes (CYP4A9 et CYP4All). Dans le 
foie, une variation inter-individuelle dans l'expression du CYP4All est remarquée. 
Tout comme pour le CYP2El, l'expression de la sous-famille CYP4A est induite, chez 
le rat, lors de crises diabétiques (Beaune, 1993; Rendic et Di Carlo, 1997; Smith et 
al., 1998). 
La sous-famille CYP2E se compose d'un seul membre (CYP2El). CYP2EI est 
exprimé dans plusieurs tissus (foie, poumons, intestins, leucocytes, placenta et 
cerveau). Son expression a aussi été mise en évidence dans le foie fœtal où son 
21 
activité est semblable à celle au niveau du foie adulte. CYP2El se trouve parmi les 
formes de P450 les mieux conservées. Cela suggère une importante fonction 
physiologique en plus de son rôle dans le métabolisme de xénobiotiques. CYP2El ne 
métabolise que des molécules de faible poids moléculaire. CYP2El peut induire une 
toxicité importante étant donné qu'il est responsable de la formation de métabolites et 
d'intermédiaires réactifs à partir d'un grand nombre de produits chimiques (benzène, 
composés polyhalogénés). Certains substrats du CYP2El, comme l'éthanol, le toluène 
et le benzène, peuvent induire son activité (Beaune, 1993; Botto et al., 1994; 
Gonzalez, 1992; Rendic et Di Carlo, 1997; Smith et al., 1998). 
Les inducteurs sont habituellement divisés en cinq groupes selon leur mode d'action: 
les hydrocarbures polycycliques, le phénobarbital, les glucocorticoïdes, l'alcool et les 
proliférateurs de peroxysome. Le processus d'induction est principalement 
transcriptionnel. 
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Tableau 2.3 Principales familles de cytochromes P450 induites par les xénobiotiques 
chez le rat 
Isoenzymes Types d'inducteurs 
CYPIAI 2,3,7,8-tétrachlorodibenzo-p-dioxine (TCDD), 
CYPIA2 3-méthylcholanthrene (3-MC), isosafrole 
CYP2Al ~-naphtof1avone 
CYP2A2 
CYP2Bl phénobarbital, biphényles polychlorés (BPC) 
CYP2B2 
CYP3Al pregnenolone 16-~-carbonitrile (PNC), dexaméthasone 
CYP3A2 
CYP4Al clofibrate 
CYP4A2 
CYP4A3 
CYP2El éthanol, acétone, isoniazide 
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2.4 LES SYSTÈMES IN VITRO POUR LES ÉTUDES DE
 
FONCTIONNALITÉ DU FOIE
 
Les systèmes vitaux du corps ont évolués pour répondre homéostasiquement aux 
stimuli défavorables. Des effets toxiques sur ces systèmes à multi niveaux peuvent 
seulement être étudiés dans des études in vivo. En revanche, lorsque la complexité du 
système étudié diminue, les avantages pour caractériser les mécanismes peuvent 
augmenter. Ainsi, in v;[ro, les systèmes ont joué un rôle important dans l'évaluation 
de l'impact toxicologique en démontrant la toxicité spécifique chez le rongeur (Green, 
1990; Lock et al., 1989). Par conséquent, la validité des essais in vitro comme outils 
prédictifs et le degré auxquels ils peuvent être utiles dépendent entièrement des 
questions posées comme des réponses recherchées. 
Les techniques utilisant les lignées cellulaires, les suspensions d 'hépatocytes et les 
cultures primaires sont devenues populaires tandis qu'il y a un intérêt croissant pour 
la technique utilisant des tranches de précision de foie. Les hépatocytes isolés, en 
suspension ou en culture, sont utilisés depuis près de 25 ans et ont servi dans de 
nombreuses études (Berry et Friend, 1969). Le Tableau 2.4 récapitule la variété des 
systèmes in vitro disponibles pour l'étude des fonctions du foie ainsi que certains de 
leurs avantages et limitations. 
Tableau 2.4 Comparaison des systèmes in vitro pûur les etudes sur les fonctions hépatiques (Paine, J996) 
SYST":1\U: LONGtVITÉ DE LA OÉSA\'ANTAGES	 AVANTAGES 
.l'RÉrAR.O\nON 
Organe perfuse 2-3 h	 Technique diflicile il maîtriser }l<u rapport à la Architecture de l'organe maintenu. Contribution de 
longévité. Doit utiliser le foie de l'animal tous les tyllCs cellulaires du foie au métabolisme. 
comme conlrôlc. 
Tranches de foie 4-6 h Trauma possible dû à la manipulation de la	 Architt'Clllre de l'organe maintenu. Contribution de 
tous les types cellulaires du foie au métabolisme.tranche ct qui peut varier entre les tranchcs. 
Contamination bactérienne et anoxie sont 
souvent un problème. 
Tranches de foie Au moins 24 h Exige de l'cquipcmcOl cher. Les long.ues La facilite de la preparation Cl l'architeclure de 
(coupe de pOUf lranches épais..~s d'incubation ont besoin d'une évaluation l'org:l/le maintenu. L'utilisation des blocli 
de250 uMprécision) soigneuse.	 c)'lindriqucs de tissus a comme conséquence des 
tranches circulaires identiques. 
Culture d'organe Jours	 Presence de fibrobla<;{es ayant pour résultat Rapide mais a-t-elle une utilisulion '! 
une appar'l-'ntc dilution des tissus.
semaines 
LX'<!iffcrencintions ct perte des cnzymL'S du t'V 
.j::>.métabolisme des médicamenLo; 
Suspensions de 1 2-4 Il Technique difficile à maîtriser par rapport à la 1 Peut contenir tous les types cellulaires du foie 
cellules longévité de la préparation. Présence de contribuant au métabolisme. 
cellules pelméables ou endommagées ayant 
pour résultat une toxicité observée beaucoup 
plus rapide qu'in vivo (faux positifs '1) 
Cultures 1 7 jours Perte rapide du CYP. Culture individuelle des La culture permet de réparer les dommages infligés 
primaires différents types cellulaires séparément et la pendant l'isolement. Peut détem1incr la contribution 
contamination variable entre les cultures peut des différents types de cellulaires au métabolisme 
avoir comme conséquence la faible et à 1'hépatotoxicité. 
reproductibilité entre les expériences. 
Lignées infini Niveaux très fàible du métabolisme des 1 Peut être transfectées avec des vecteurs 
cellulaires médicaments comparativement au foie intact, 1 d'expression codant pour diftërents CYP et 
établies suspensions d'hépatocytes ou cultures déterminer le rôle de l'isoenzyme dans le 
primaires. métabolisme. 
N 
V"l 
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2.4.1 SUSPENSIONS D'HÉPATOCYTES 
La technique pour préparer le système in vitro d'hépatocytes en suspension est 
identique à celle utilisée pour préparer les cultures primaires d'hépatocytes. 
Cependant, les suspensions cellulaires sont utilisées immédiatement sans avoir le 
temps de récupérer du trauma de l'isolement. Alors qu'on permet habituellement aux 
cultures d'hépatocytes de reformer des contacts cellule-cellule avant d'être utilisées 
dans des études de métabolisme et de toxicité (Paine, 1990; Wright et Paine, 1992). 
En outre, il convient de noter que les hépatocytes fraîchement isolés perdent leur 
contenu en potassium et en calcium (Paine, 1990; Wright et Paine, 1992) indiquant 
que les mécanismes homéostatiques sont affectés. Ils perdent également leur contenu 
en glycogène, ce qui peut affecter les voies principales du métabolisme des 
médicaments de la phase l qui impliquent le NADPH ou la conjugaison (phase II) 
particulièrement avec de l'acide glucuronique (Wright et Paine, 1992). 
De plus, les pools intracellulaires d'acides aminés sont également diminués (Paine, 
1990) et d'autres voies de conjugaison des xénobiotiques peuvent être affectées. Les 
hépatocytes fraîchement isolés sont fonctionnels en suspension pendant 2 à 4 heures 
(Sandker et al., 1992). 
27
 
2.4.2 CULTURES PRIMAIRES D'HÉPATOCYTES 
La limitation principale à l'utilisation de ce système dans des études de métabolisme 
et de toxicité est la perte rapide de contenu en CYP. Ainsi entre 8 à 16 h, les cultures 
primaires d'hépatocytes de rat ont perdu plus que la moitié de leur contenu en CYP 
(Paine et Legg, 1978). Cette perte se produit également dans des cultures 
d'hépatocytes préparées avec d'autres espèces d'animaux (Paine et Legg, 1978). La 
teneur en CYP des cultures d'hépatocytes humains semble être plus stable selon 
certaines études (Blaauboer et al., 1985) mais d'autres études démontrent le contraire 
(Li, 2007; Li et al., 1999). 
La perte de contenu en CYP dans les cultures d'hépatocytes de rat résulte de la 
synthèse incomplète (Paine et Villa, 1980) et bien que certains laboratoires aient 
conçu des conditions de culture qui maintiennent tout le contenu en CYP plus de 72 h 
au même niveau que dans le foie, des études moléculaires plus détaillées ont 
démontré que les différentes isoenzymes du CYP exprimées sont très distinctes de 
celles du foie (Padgham et Paine, 1993; Paine et Villa, 1980). En effet, le déclin des 
formes constitutives CYP2C7, CYP2C Il et CYP2C 13, qui représentent la moitié du 
contenu en cytochrome P450 des hépatocytes de rat, est observé. Les raisons pour 
lesquelles le contenu en cytochrome P450 des hépatocytes est maintenu sont dues à 
l'induction précoce d'autres isoenzymes du cytochrome P450 qui dépend du système 
de culture utilisé. 
Quatre systèmes entièrement différents qui empêchent la perte du contenu en 
CYP450 total pendant la culture d'hépatocytes ont été conçus (Blankson et al., 1991), 
notamment: 1. La culture des hépatocytes à 30°C; 2. La culture des hépatocytes dans 
un milieu déplété en cystéine et complété avec de l'acide 5-aminolaevulinique ; 3. La 
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culture des hépatocytes dans un milieu contenant 2% (v/v) de DMSO ; 4. La culture 
des hépatocytes dans un milieu contenant 0,5 mM de metyrapone. 
Dans le premier système, l'expression de CYP4A1 est augmentée. Ainsi la sous­
famille de ce gène (Paine, 1991, 1995) est susceptible de représenter majorité du 
contenu en CYP450. Dans le deuxième système, l'expression de CYP2A 1 est 
augmentée mais celles des autres isoenzymes P450 du système sont inconnues. Dans 
le troisième système, CYP2EI représente la plus grande proportion de tout le contenu 
en CYP450. Le troisième système n'empêche pas le déclin des formes constitutives 
mais a plutôt comme conséquence une induction précoce de l'isoforme CYP1A1 
induite par les hydrocarbures polycycliques et de l'isoforme CYP3AI induite par les 
gJucocorticoïdes. Le dernier phénomène est intéressant puisque la sous-famille 
CYP3AI représente plus que la moitié de la teneur en CYP450 du foie humain tandis 
que chez le rat cette forme constitue une proportion mineure. Par conséquent, la 
culture des hépatocytes de rat avec le metyrapone les a humanisés en ce qui concerne 
leur profil métabolique du diazépam. Ainsi, dans des hépatocytes de rat cultivés avec 
le metyrapone, l'oxazepam est produit lors de l'incubation avec du diazépam bien que 
ce métabolite soit habituellement seulement observé avec des incubations utilisant les 
hépatocytes humains (Blankson et al., 1991). 
En résumé, l'expérience avec des hépatocytes de rat indique que les cultures primaires 
sont plus utiles que les suspensions d'hépatocytes parce que leur vie plus longue 
permet aux métabolites mineurs d'être détectés. La connaissance de la gamme des 
métabolites produits à partir d'une nouvelle entité chimique peut être augmentée en 
incubant des hépatocytes de rat sous différentes conditions de culture qui changent 
l'expression des différents cytochromes P450 et cette observation pourrait également 
être exploitée pour faciliter l'identification des métabolites (Paine, 1996). 
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Le système d'hépatocytes en culture est donc plus approprié puisqu'il reflète non 
seulement la phase 1 et II du métabolisme de biotransformation d'un composé, mais 
également son transport et son excrétion à travers la membrane plasmique (Bachmalll1 
et Ghosh, 2001). Ce système in vitro devrait refléter le métabolisme in vivo, permettre 
de détecter les différences inter espèce, et de prévoir la clairance du composé 
(Wrighton et al., 1995). 
Pour les applications biomédicales, la conservation de quantités importantes 
d'hépatocytes métaboliquement actifs est nécessaire. La découverte des 
cryoprotectants comme le diméthylsulfoxyde (DMSO), le 1,2-propanediol, le glycérol 
a permis la cryoconservation de divers types cellulaires. Plusieurs protocoles ont été 
proposés pour la cryoconservation des hépatocytes en suspension (Diener et al., 1993; 
Dou et al., 1992; Jackson et al., 1985). Les hépatocytes cryoconservés ont une valeur 
considérable pour les recherches dans le domaine de l'hépatologie et la 
pharmacologie: toxicologie (Santone et al., 1989; Zaleski et al., 1993), offrant 
l'opportunité de répéter des investigations sur des groupes bien définis de cellules. En 
outre, le développement de dispositifs bioartificiels de foie dépend fortement d'unités 
fonctiolll1elles aisément disponibles (Gerlach et al., 1994; Uchino et al., 1991). 
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2.5 LA CRYOCONSERVATION 
2.5.1 LES PRINCIPES DE LA CRYOCONSERVATION 
La cryoconservation permet le ralentissement, voir l'arrêt de toutes les fonctions 
biologiques. À des températures inférieures à -150°C, les mouvements moléculaires 
sont très réduits et les réactions chimiques et enzymatiques sont arrêtées : le temps 
cellulaire est suspendu. À cette température, l'eau, constituant la majeure partie du 
contenu cellulaire, est sous forme solide. Le problème de la cryoconservation réside 
donc dans le fait d'atteindre des températures très basses puis de revenir à 37°C sans 
dommage cellulaire. Lors du réchauffement, le contenu cellulaire doit revenir à un 
état liquide, et la cellule doit rester fonctionnelle et conserver son intégrité 
membranaire. 
Lors de la congélation, la formation de la glace dans l'environnement extracellulaire 
des cellules vivantes induit de nombreux changements physiques et chimiques 
auxquels elles doivent résister afin de rester viables. Les dommages cellulaires sont 
liés à la nature et à la cinétique de leur réponse à ces conditions (Franks et al., 1983; 
Mazur, 1965). 
Lors du refroidissement, les premiers cristaux de glace se forment dans le milieu 
extracellulaire, induisant une augmentation des sels dissous dans ce compartiment et 
une hypertonicité de celui-ci. Le développement d'un gradient de pression osmotique 
à travers la membrane cellulaire se produit, l'extérieur ayant une pression osmotique 
plus élevée que l'intérieur. Ce gradient fournit la force d'entraînement du flux d'eau de 
l'intérieur des cellules vers le milieu extracellulaire. Plus le milieu refroidi, plus la 
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glace se forme dans le milieu extracellulaire, et plus la cellule se déshydrate. Si le 
taux de refroidissement est suffisamment lent, le mouvement de l'eau à travers la 
membrane maintiendra la cellule près de l'équilibre osmotique avec l'environnement 
externe. Dans le cas contraire, quand les cellules sont refroidies rapidement, la 
formation de la glace dans le milieu extracellulaire est beaucoup plus rapide que le 
flux d'eau de la cellule. Ceci a comme conséquence la formation de glace 
intracellulaire qui cause des dommages substantiels. La capacité d'une cellule à réagir 
osmotiquement à son environnement est donc un élément fondamental de sa réponse 
aux basses températures (Franks et al., 1983; Mazur, 1965; Rasmussen et al., 1975). 
En 1963, Mazur a proposé une approche quantitative pour décrire la réponse 
cellulaire aux basses températures (Mazur, 1963, 1965). Il a proposé que la vitesse du 
flux d'eau d'lUle cellule pendant la congélation puisse être prévue si on connaît la 
perméabilité de la cellule pour l'eau et le ratio de sa superficie par rapport à son 
volume. En 1972, Mazur et al. ont présenté une hypothèse à deux facteurs pour 
expliquer les différences observées dans les cryo-dommages pendant un 
refroidissement lent et rapide (Mazm et al., 1972). Le premier dépend de la 
concentration des corps dissous, donc de l'augmentation de l'osmolarité, dus à la 
formation de glace extracellulaire. Le deuxième dépend de la formation de glace 
pendant la congélation ainsi que la recristallisation intracellulaire lors de la 
décongélation. Donc, selon Mazur et al., le type de dommages cellulaires dépend du 
taux de refroidissement. Un taux de refroidissement lent expose, sur de longues 
périodes, les cellules à des concentrations élevées en corps dissous, alors que les taux 
de refroidissement rapides augmentent la probabilité de la formation de glace 
intracellulaire (Mazur et al., 1972). Un taux de décongélation lent expose les cellules 
à des concentrations élevées en sel et augmente la probabilité de recristallisation 
(Lovelock, 1953b; Mazur et al., 1972). Le développement de cette hypothèse a servi 
de base à de nombreuses études sur les mécanismes de la réponse cellulaire aux 
vitesses de refroidissement. 
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Lors du refroidissement lent, bien que l'équilibre osmotique soit maintenu et que la 
formation de glace intracellulaire soit évitée, des dommages cellulaires peuvent se 
produire. Deux mécanismes sont mis en cause lorsque des dommages se produisent 
pendant le refroidissement lent : la toxicité des corps dissous (Lovelock, 1953a; 
Mazur et al., 1972), et des dommages dus au rétrécissement cellulaire (Meryman, 
1974; Steponkus, 1978). Pendant le refroidissement lent, l'augmentation de la 
concentration des corps dissous intracellulaires et extracellulaires se produit à cause 
de la sortie d'eau des cellules et de la formation de la glace externe, respectivement 
(Mazur, 1963). Le deuxième mécanisme est le rétrécissement cellulaire dû à 
l'hypertonicité intracellulaire. La cellule possède un volume critique minimum qui ne 
peut être dépassé pendant la congélation (Meryman, 1974). Il est également proposé 
que la superficie de la cellule soit réduite suite à une perte de matériel membranaire 
pendant le refroidissement lent (Steponkus, 1978). Certes, la membrane plasmique a 
une certaine résistance mécanique à l'étirement mais à chaque déshydratation et 
réhydratation, le volume cellulaire est modifié, générant des stress mécaniques pour 
la membrane, et une modification trop rapide de la surface cellulaire entraîne des 
ruptures irréversibles de celle-ci. Les dommages dus au refroidissement lent sont 
donc le résultat d'événements toxiques et osmotiques liés à l'exposition à une 
concentration croissante des corps dissous. 
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2.5.2 LES DOMMAGES LIÉS À LA CRYOCONSERVATION 
2.5.2.1 FORMATION DE LA GLACE INTRACELLULAIRE 
Lorsque l'eau se transforme en glace, son volume augmente. En effet, la masse 
volumique de l'eau, minimale vers 4°C, augmente après le changement d'état de la 
phase liquide vers la phase solide, puis le volume de la glace continue à augmenter 
quand la température diminue jusqu'à -200°C. 
L'eau solide peut exister sous différentes formes que l'on peut regrouper en 5 
systèmes cristallins: hexagonal, cubique, rhomboédrique, tétragonal et monoclinique. 
La transition de phase liquide/solide est induite par la température et la pression. En 
phase solide, des transitions brutales d'un type cristallin vers un autre peuvent être 
induites par des variations de pression et de température. Dans les systèmes 
biologiques, seuls les types hexagonal et cubique sont à considérer (Courtens et al., 
1989a; Courtens et al., 1992; Courtens et al., 1989b). 
Les cellules sont composées d'une grande proportion d'eau. L'eau intracellulaire peut 
être sous forme liée ou libre. C'est la forme libre qui va pouvoir être convertie et 
subir des transformations au cours des étapes de congélation et de décongélation. 
La formation de glace intracellulaire (HF) se produit quand une cellule ne peut pas 
maintenir l'équilibre avec son environnement externe. Pendant le refroidissement 
rapide, la formation de la glace et l'augmentation de la concentration des corps 
dissous extracellulaires se produit trop rapidement pour que la cellule réponde par 
osmose. Ceci a comme conséquence que le cytoplasme est refroidi en deçà de son 
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point de congélation. Lorsqu'un corps est à l'état liquide à une température inférieure 
à son point de cristallisation, on dit qu'il est en état de surfusion. La surfusion 
augmente la probabilité de la fonnation de glace intracellulaire. Cependant, le 
refroidissement trop rapide n'est pas le seul facteur nécessaire pour l'HF. 
En effet, dans un cytoplasme en état de surfusion, la glace doit être nucléée pour être 
formée. Alors que la membrane des cellules sert d'inhibiteur efficace pour la 
croissance de la glace, le cytoplasme, lui, contient peu de substances de nucléation 
efficaces (Franks et al., 1983; Rasmussen et al., 1975). Le mécanisme par lequel le 
cytoplasme en état de surfusion devient nucléé a été le sujet de beaucoup de 
discussion. Il est fort probable que la glace extracellulaire et la membrane plasmique 
des cellules soient impliquées dans le déclenchement d'IIF. Cependant, l 'HF se 
produira seulement lorsqu'il y a présence de glace extracellulaire (Mazur, 1965). Les 
tentatives de nucléer un cytoplasme en état de surfusion en absence de glace 
extracellulaire ont échouées (Franks et al., 1983; Rasmussen et al., 1975). 
Lors du changement de phase, induit par le refroidissement au sein de la cellule, des 
cristaux de glace se forment. Au fur et à mesure de la descente de température leur 
volume devient plus important. La fonnation de la glace intracellulaire crée de 
nombreux dommages au niveau des organelles cellulaires, mais il semble que les 
membranes cytoplasmiques ne soient pas endommagées par les cristaux de glace 
extra et intracellulaires, car le rayon de courbure des cristaux est plus important que le 
diamètre des plus petits pores membranaires connus. Il est de ce fait probable que la 
membrane plasmique des cellules intactes sépare toujours la glace intracellulaire de la 
glace extracellulaire. Les lésions mécaniques sont provoquées par la glace 
extracellulaire, mais en absence de glace de forme hexagonale, il est rare que la glace 
extracellulaire transperce les membranes cellulaires (Meryman, 1966a). 
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Enfin, sous J'influence de variations de température et de pression, des 
réorganisations de la structure cristalline, qui augmentent le risque de lésions, peuvent 
survenir. Cependant, les milieux intra et extracellulaires favorisent la formation de 
cristaux arrondis qui sont peu agressifs. De plus, l'ajout de cryoprotecteurs pennet de 
passer le seuil (DOC à 6°C) de la fonnation de la glace coupante (système hexagonal). 
Donc, c'est le système de cristallisation en réseaux cubiques qui intervient 
préférentiellement en dessous de cette température. Ce système arrondit les cristaux 
par un jeu de croissances / fontes successives. Par conséquent, dans la mesure où les 
milieux utilisés en cryoconservation ne favorisent pas le type cristallin hexagonal, les 
seules transitions brutales entre les réseaux cubiques et hexagonaux peuvent se 
produire uniquement lors du réchauffement (Meryman, 1966a). 
2.5.2.2 EFFET SOLUTION 
Dans le cas d'une cellule placée dans une solution isotonique (Figure 2.5 a) les 
cristaux de glace se fonnent en premier lieu dans le milieu extraceJ1ulaire. La plupart 
des cellules gèleront intracellulairement entre -5 et -15°C (Mazur, 1965). Les 
premiers cristaux sont fonnés à partir d'eau pure, les sels dissous dans l'eau voient 
alors leur concentration augmenter et Ja solution devient hypertonique (Figure 2.5 b). 
Un appel d'eau se produit, l'eau sort de la cellule par osmose pour rééquilibrer le 
milieu (Figure 2.5 c). Cette sortie d'eau entraîne la déshydratation de la cellule. C'est 
ce que l'on appelle l'effet solution. 
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Figure 2.5 Illustration de l'effet solution 
L'effet solution peut mener à une toxicité de deux types: 1) la trop fOlie 
concentration des solutés intracellulaires pourrait provoquer une toxicité cellulaire 
(Farrant et Morris, 1973), 2) la déshydratation trop importante, est susceptible 
d'endommager les membranes (Mazur, 1980). 
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2.5.3	 MOYEN PHYSIQUE DE PROTECTION (CONTRÔLE DES 
CINÉTIQUES DE REFROIDISSEMENT) 
Le contrôle de la cinétique de congélation / décongélation est important. D'une part, 
il faut limiter la cristallisation intracellulaire. Il est possible de lutter contre ce 
phénomène en choisissant une technique de refroidissement lent. En effet, si la 
vitesse est trop rapide, l'eau n'a pas le temps de sortir de la cellule avant de 
cristalliser. 
D'autre part, il faut lutter contre l'effet solution qui entraîne une déshydratation trop 
intense et néfaste. Il est possible de lutter contre ce phénomène en choisissant une 
technique de refroidissement rapide. 
La difficulté est donc de minimiser l'effet solution en même temps que la fonnation 
de glace intracellulaire. Pour cela, on utilise une vitesse de refroidissement lente dans 
un premier temps, favorisant ainsi la déshydratation de la cellule et la cristallisation 
extracellulaire puis une vitesse de refroidissement rapide. 
La congélation lente, comme son nom l'indique, est une technique de 
cryoconservation retardée dont le principe est l'équilibration progressive entre les 
cryoprotecteurs et le compartiment aqueux. Elle est d'ailleurs aussi appelée 
congélation « à l'équilibre ». Les cryoprotecteurs utilisés sont le glycérol, l'éthylène 
glycol, le DMSO ou encore le propane-diol, à la concentration de 10 % environ, ce 
qui équivaut à 1-1,5 M. L'incorporation des cryoprotecteurs a tendance à se faire en 
une seule étape actuellement, mais elle peut se faire en plusieurs étapes. La 
cristallisation doit être induite par l'opérateur avant qu'elle ne se fasse de manière 
spontanée afin d'éviter une congélation des cellules à une température trop basse, ce 
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qui entraînerait une hausse brutale de la température (pic de surfusion (figure 2.7)) et 
par conséquent des dégâts cellulaires (figure 2.7). Dans le cas des hépatocytes 
cryoconservés, avec la teclmique classique au DMSO, le pic de surfusion se produit à 
-1 Ü°e. La température de la suspension cellulaire peut remonter jusqu'à lOoe durant 
le pic de surfusion. 
r fr}idi:ss~mem~nt 
"du 11 1 
relr	 lci.J emement 
du solide 
l 
o+--------t-------~ 
~)lidifi~ ti l 
Figure 2.6 Graphique démontrant le pic de surfusion (Wikipedia). Tf: température de 
fusion d'équilibre 
La température de cristallisation (<< seeding ») dépend du point de congélation de la 
solution, donc elle peut varier en fonction des cryoprotecteurs utilisés (- 6° à -7 oC). 
La cristallisation est induite avant qu'elle ne se produise de manière spontanée. Ainsi, 
la zone de surfusion reste constante. La température d'induction est inférieure de 
quelques degrés à la température de cristallisation (Legrand, 1997). 
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2.5.4	 LES MOYENS CHIMIQUES DE PROTECTION: LES 
CRYOPROTECTEURS 
Les cryoprotecteurs sont indispensables lors de la congélation quelques soient les 
courbes de refroidissement. Tous les cryoprotecteurs ne pénètrent pas dans les 
cellules. Il est d'usage de les séparer en cryoprotecteurs non diffusants (la plupart des 
sucres ajoutés) et diffusants (le glycérol, l'éthylène glycol, par exemple) (Pegg et 
Diaper, 1988). 
2.5.4.1 LES CRYOPROTECTEURS DIFFUSANTS 
Tout comme l'eau, les cryoprotecteurs diffusants ne traversent pas les membranes 
immédiatement. Leur diffusion dans et hors des cellules est régie par des paramètres 
de diffusion propres au cryoprotecteur et au type cellulaire pour une espèce 
déterminée. Comme pour l'eau, leur passage est contrôlé par les différences de 
concentrations entre milieu intra et extra cellulaire (Pegg et Diaper, 1988). Il est 
également modifié par la viscosité du cryoprotecteur et la température. 
Les cryoprotecteurs diffusants sont généralement des alcools de faible poids 
moléculaire tel le glycérol, l'éthylène glycol, le 1,2-propanediol et le DMSO 
(diméthylsulfoxyde). Ils vont se substituer à une partie de l'eau intracellulaire et 
permettre ainsi une déshydratation partielle des cellules en plus de limiter la 
formation de cristaux de glace intracellulaire. Ils réduisent également la vitesse de 
croissance de ces cristaux, abaissent la température de solidification de l'eau 
intracellulaire, tel un « antigel », et modifient la forme des cristaux de glace (Hey et 
MacFarlane, 1998; Meryman, 1966b; Palasz et Mapletoft, 1996). 
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Cependant, le principal facteur limitant l'utilisation de ces cryoprotecteurs est leur 
toxicité. Il est possible de distinguer deux types de toxicité. Une toxicité osmotique 
d'une part et une toxicité biochimique d'autre part. 
La toxicité osmotique se manifeste lors de l'ajout et du retrait du cryoprotecteur. En 
effet, le cryoprotecteur a une osmolarité plus élevée que le milieu intracellulaire. Par 
un phénomène d'osmose, de l'eau va sortir des cellules pour ré-équilibrer 
1'osmolarité du milieu. On s'attend ensuite à ce que le cryoprotecteur pénètre dans les 
cellules mais ces dernières sont beaucoup plus perméables à l'eau qu'au 
cryoprotecteur. Il pénètre donc plus difficilement, plus lentement. La cellule reste 
contractée jusqu'à ce que le flux de sortie d'eau soit contrebalancé par une entrée du 
cryoprotecteur souvent accompagné d'une entrée d'eau (Meryman, 1966b). 
Cette toxicité osmotique peut également se manifester après la décongélation, lors du 
retrait des cryoprotecteurs. La cellule ayant incorporé un cryoprotecteur puis placé 
dans un milieu privé de cryoprotecteur voit son volume augmenter par une entrée 
massive d'eau, pouvant aller jusqu'à l'éclatement (Meryman, 1966b). 
La toxicité biochimique des cryoprotecteurs pourrait résulter des interactions entre le 
cryoprotecteur et les protéines membranaires, enzymatiques et cytosquelettiques ainsi 
qu'avec les microfilaments et les microtubules. Il est possible de réduire la toxicité 
biochimique en minimisant le temps de contact avec le cryoprotecteur. 
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2.5.4.2 LES CRYOPROTECTEURS NON PERMÉABLES 
Les cryoprotecteurs sont également des composés organiques qui ne peuvent pas 
pénétrer dans les cellules, tels que les petits saccharides comme le saccharose, le 
galactose ou encore le tréhalose. Ils ont un rôle osmotique très important, notamment 
lors du réchauffement, en favorisant la sortie des cryoprotecteills perméables. Ils 
maintiennent une osmolarité élevée dans le milieu extracellulaire, ils évitent ainsi une 
entrée massive d'eau dans les cellules lors de la décongélation (Meryman, 1966b). 
Il existe aussi d'autres cryoprotecteurs non perméables de haut poids moléculaire tel 
le sérum de veau fœtal (FVS), le polyvinylpyrrolidone (PVP), l'albumine sérique 
bovine (BSA), le ficoll (polymère de saccharose) et d'autres polymères. Ils protègent 
aussi au cours de la congélation et de la décongélation en réduisant la taille des 
cristaux de glace et en induisant des formes de cristaux moins traumatisantes. Ils 
permettent, via l'augmentation de la viscosité du milieu, la diminution de la rapidité 
des mouvements de l'eau et de chocs osmotiques importants. De plus, ils permettent, 
via l'augmentation de la pression osmotique, la réduction de la quantité de 
cryoprotecteurs pénétrants nécessaires à une bonne cryoconservation (Meryman, 
1966b). Donc, les cryoprotecteurs non perméables sont la plupart du temps utilisés en 
combinaison avec des cryoprotecteills perméables pour augmenter le potentiel 
cryoprotecteur de ces derniers. 
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2.5.4.3 CRYOPROTECTEUR DE NOUVELLE GÉNÉRATION 
2.5.4.3.1 PROTÉINES ANTIGEL OU « ANTI-FREEZE PROTEINS (AFP) » 
Les protéines antigel (AFP) ont été mises en évidence chez des pOIssons de 
l'Antarctique et de l'Atlantique nord, pouvant survivre dans des eaux de température 
inférieure à O°C. Elles sont retrouvées dans le fluide circulant du poisson, en grande 
quantité lors de périodes où la température de l'eau est très basse (Tomczak et al., 
2001). 
On distingue 4 types d'AFP (Davies et Hew, 1990) : 
- AFGP (<< anti-freeze glycoProtein »), isolée dans un poisson de l'Antarctique 
(notothenioids) et chez la morue arctique, est une glycoprotéine présentant la 
répétition d'un glycopeptide (Ala-Ala-Thr avec des résidus glucidiques fixés sur la 
thréonine). 
- AFP de type I, isolée de Pseudopleuronectes americanus, un pOIsson plat de 
l'Atlantique nord, est riche en alanine. C'est la première AFP documentée et dont la 
structure 3D fut déterminée. Le type l se composent d'une simple et longue hélice 
alpha amphipathique (Duman et DeVries, 1972). 
- AFP de type II, fut isolée dans Hemitriptens americanus, un poisson vivant dans les 
fonds marins de l'Atlantique nord. Elle est retrouvée aussi chez l'éperlan et le hareng 
de mer. Ce sont des protéines globulaires riches en cystéine et contenant cinq ponts 
disulfures (Ng et Hew, 1992). 
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- AFP de type III, fut isolée de Marcrozoarces americanus, un poisson de 
l'Atlantique nord. Elle démontre la même structure hydrophobe que l'AFP de type I. 
(Crevel et al., 2002). 
a) 
1JpeIAFP 
b) 
Type III AFP 
Figure 2.7 Structure 3D des AFPs (Graether et al., 1999) 
Le mode d'action et l'efficacité de ces protéines comme antigel ne sont pas 
totalement élucidés. 
Les protéines antigel (AFPs) sont un groupe de protéines hétérogènes. Ces protéines 
possèdent la propriété de maintenir l'état de surfusion en inhibant la croissance 
normale de la glace (Davies et Hew, 1990; Raymond et DeVries, 1977; Yang et al., 
1988). Cette propriété est indépendante de l'origine des AFPs. Ces protéines ont la 
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capacité de modifier la structure du cristal de glace (Raymond et DeVries, 1977) et 
d'inhiber la recristallisation de la glace (Knight et al., 1988). De plus, tel que proposé 
par Rubinsky ces protéines peuvent servir de cryoprotectems pom les membranes 
plasmiques (Rubinsky et al., 1991). Les AFPs possèdent donc la capacité de protéger 
la membrane plasmique des cellules contre des dommages induits par l'hypothermie, 
bien que cette propriété semble dépendre du type d'AFP et de sa quantité. Cependant, 
plusiems investigatems décrivent des effets toxiques dus aux AFPs (Tomczak et al., 
2001; Wang, 2000). 
L'inhibition de la recristallisation de la glace est la capacité des AFPs à limiter la 
croissance des cristaux de glace à des températures infériemes à zéro (Knight et al., 
1984), d'où l'appellation protéines inhibitrices de la recristallisation de la glace (IRlP). 
Des IRlPs ont été retrouvées dans une grande variété d'organismes qui doivent se 
protéger contre des dommages causés par le gel, y compris plusieurs plantes (telles 
que l'avoine, le seigle, l'orge, le blé, la carotte et la pomme de terre), des insectes, des 
poissons, des mycètes et des bactéries (Crevel et al., 2002; Doucet et al., 2002). Les 
conditions qui favorisent la recristallisation de la glace se produisent chez les plantes 
durant la fluctuation des températmes jomnalières de l'hiver et pendant le dégel au 
printemps. En empêchant cette recristallisation de glace, les IRlPs peuvent contribuer 
à la survie des plantes pendant la période de gel et le dégel (Sidebottom et al., 2000; 
Smallwood et al., 1999). 
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2.5.4.3.2 LE BLÉ D'mVER 
Le froid est un facteur important qui limite la distribution des espèces végétales 
sauvages. La baisse de productivité des cultures suite aux gelées soudaines d'automne 
ou à des températures inhabituellement basses en hiver est considérable. Les plantes 
doivent être capables d'appréhender les fluctuations transitoires aussi bien que les 
changements saisonniers de température et répondre à ces changements en ajustant 
activement leur métabolisme (Fowler et al., 1999; Huner et al., 1998; Varapetian et 
Jackson, 1997). L'exposition des plantes aux basses températures produit des 
changements morphologiques, biochimiques, et physiologiques qui souvent sont 
fortement cOlTélés avec la tolérance au froid de la plante et sa survie à l'hiver (figure 
2.8). Des changements aux niveaux des membranes, et des modifications des 
osmoprotecteurs, des sucres, des antioxydants et des protéines sont observés dans les 
plantes subissant un stress de températures (Breton et al., 2000). 
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Figure 2.8 Schéma de la réponse au stress du froid chez les plantes (Ouellet, 2002) 
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Quand des plantes sont exposées aux stress abiotiques tels que les basses 
températures, la fluidité des membranes est perturbée (Nishida et Murata, 1996). Des 
modifications importantes dans la composition en lipides des membranes sont 
induites par les basses températures. Les plantes modifient les types de lipide et leur 
degré de saturation pour préserver la fluidité membranaire et pour empêcher les 
dommages membranaires induits par le gel (Nishida et Murata, 1996; Uemura et 
Steponkus, 1994). Des études ont démontré une insaturation plus élevée des 
phospholipides dans les membranes cellulaires des plantes acclimatées au froid 
(Harwood et al., 1994; Lynch et Steponkus, 1987; Uemura et Steponkus, 1994; Zhou 
etaI., 1994). 
De plus, lorsque les plantes sont soumises aux stress thermiques, une augmentation 
de la concentration des corps dissous intracellulaires est observée. Les plantes 
réagissent à ces stress en induisant diverses réponses dont la synthèse 
d 'osmoprotecteurs et de sucres pour conserver leur osmolarité (Guy, 1990). 
Les osmoprotecteurs (également nommé corps dissous compatibles) sont produits par 
tous les organismes (McNeil et al., 1999; Yancey et al., 1982). Ce sont des composés 
fortement solubles, neutres au pH physiologique et non-toxiques à fortes 
concentrations. Plusieurs osmoprotecteurs dérivés d'acides aminés ont été identifiés 
dans les plantes, en condition de stress; tels la praline (Bertrand et Paquin, 1991; 
Delauney et Verma, 1993; Hare et al., 1999; Murelli et al., 1995; Naidu et al., 1991; 
Wanner et Junttila, 1999), le 3-diméthylsulfoniopropionate (McNeil et al., 1999), les 
polyamines (Bouchereau et al., 1999; Kumar et Minocha, 1998), le trigonelline 
(Tramontano et Jouve, 1997) et les bétaïnes (McNeil et al., 1999; Naidu et al., 1991; 
Nomura et al., 1995; Nuccio et al., 1999). Bien qu'il y ait plusieurs exemples 
d'osmoprotecteurs dérivés des acides aminés, les études ont surtout porté sur 
l'accumulation croissante de proline et de bétaïne (Holmberg et Bülow, 1998; McNeil 
et al., 1999). 
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L'acclimatation au froid provoque également une augmentation du contenu en sucres 
chez plusieurs espèces (Chen et Li, 1982; Perras et Sarhan, 1984; Siminovitch et 
Cloutier, 1982; Trunova, 1982). L'accumulation de sucres tels que le saccharose, 
raffinose, sorbitol et des fructans pendant l'acclimatation des plantes au froid a été 
observée à plusieurs reprises (Antikainen et Pihakaski, 1994; BachmaJUl et al., 1994; 
Mitchell et Madore, 1992; Pollock et al., 1988). Perras et Sarhan ont démontré que 
durant l'acclimatation au froid, les contenus en sucres solubles, sucres réducteurs et 
ATP étaient plus élevés chez le blé d'hiver (plus tolérant au gel) que chez le blé de 
printemps (Perras et Sarhan, 1984). Plusieurs de ces composés sont censés stabiliser 
les membranes et les protéines durant l'acclimatation au froid (Guy, 1990). 
L'accumulation des sucres et d'ATP, qui sont des composés énergétiques, démontre 
que le blé d'hiver possède un statut énergétique plus élevé que son homologue de 
printemps. Ceci pourrait permettre la synthèse de substances protectrices de nature 
protéique, glycoprotéique ou lipidique qui augmenteraient la tolérance des 
membranes au gel. De plus, l'accroissement de la concentration en sucres participe 
avec d'autres composés à l'augmentation de l'osmolarité intracellulaire, ce qui abaisse 
le point de congélation et protège ainsi la cellule végétale contre le gel intracellulaire 
(Cadieux et al., 1988). Les polyols tels que le mannitol (Shen et al., 1997; Tarczynski 
et al., 1993; Tarczynski et al., 1992), le D-ononitol (Sheveleva et al., 1997; Vernon 
et al., 1993), l'inositol (Smart et Flores, 1997) et le sorbitol (Sheveleva et al., 1998; 
Tao et al., 1995) sont une autre classe de composés avec des activités 
osmoprotectives. Ces alcools dérivant de sucres sont étroitement liés aux sucres et 
pourraient imiter la structure de l'eau, maintenant une sphère artificielle d'hydratation 
autour des macromolécules (Bartels et Nelson, 1994; Stoop et al., 1996). 
Par ailleurs, lors des stress environnementaux, les plantes augmentent la synthèse des 
antioxydants tels que le glutathion (GSH) et les vitamines C (ascorbate) et E (0.­
tocophérol), ainsi que des enzymes antioxydantes telles que la superoxyde dismutase 
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(SOD), la glutathion peroxydase (GPX), la glutathion réductase (GR), l'ascorbate 
peroxydase (APX) et la catalase (Noctor et Foyer, 1998). 
Lors de l'acclimatation au froid, des protéines de tolérance au gel sont aussi produites. 
Une augmentation marquée du contenu en protéines a été observée lors de 
l'acclimatation au froid chez plusieurs espèces possédant la capacité de développer 
une tolérance au gel (Guy, 1990; Hughes et Dunn, 1996; Thomashow, 1990). Dans 
plusieurs cas, ces protéines s'accumulaient à des niveaux plus élevés chez les variétés 
tolérantes que chez les variétés sensibles au gel, suggérant que ces protéines 
pourraient être impliquées dans le développement de la tolérance au gel. 
2.5.4.3.3	 LES PROTÉINES DE TOLÉRANCE AU GEL OU « FREEZING 
TOLERANCE ASSOCIATED PROTEINS » (FTPS) 
Contrairement aux organismes animaux, les plantes ne peuvent se déplacer, par 
conséquent, elles doivent sans cesse s'adapter aux conditions de température et 
d'humidité imposées par leur environnement. En général, le froid inhibe le 
développement des plantes, tant la germination, que la floraison ou la formation des 
fruits. Cependant certaines plantes ont développé des mécanismes leur permettant 
d'acquérir une tolérance accrue au froid. 
L'acclimatation au froid se divise en 2 phases, d'abord l'adaptation des plantes aux 
basses températures, puis l'acquisition de la tolérance au gel. L'acclimatation au froid 
provoque plusieurs modifications biochimiques et physiologiques. Ces modifications 
résultent de changements dans l'expression de certains gènes. Depuis quelques années, 
dans diverses espèces végétales, plusieurs gènes qui s'activeraient quand la 
température baisse ont été isolés. 
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Plusieurs protéines végétales accumulées lors de l'acclimatation au froid ont été 
découvertes au laboratoire du Dr. Fathey Sarhan. Parmi ces protéines on compte les 
WCS (wheat cold specifie proteins ou protéines de blé spécifique au froid), les 
WCOR (wheat cold regulated protéines ou protéines de blé régulées par le froid), les 
LEA-3 (Late embryogenesis abundant protein, group 3 ou Protéine abondante 
d'embryogenèse tardive) et TaTIL (Triticum aestivum temperature induced lipocaline 
ou lipocaline induite par la température chez Triticum aestivum) 
2.5.4.3.3.1 LES DÉHYDRINES 
Les protéines WCS 120 et WCOR41 0 s'accumulent significativement chez le blé lors 
de l'acclimatation au froid et la déshydratation. Ce sont deux protéines très 
hydrophiles (Danyluk et al., 1998; Houde et al., 1995). Cependant, leur localisation 
subcellulaire diffère. La WCS 120 est une protéine cytoplasmique et nucléaire (Houde 
et al., 1995) et la WCOR410, est une protéine associée à la membrane de façon 
périphérique (Danyluk et al., 1998). Par ailleurs, elles semblent avoir des modes 
d'action différents. 
Le mode d'action proposé pour la WCS120 est d'entourer les protéines cellulaires 
essentielles et de les protéger contre le changement de conformation ou 
l'agglomération pendant la congélation ou la déshydratation (Houde et al., 1995). Un 
mode d'action similaire a été proposé pour le rôle cryoprotecteur du BSA dans la 
cryoprotection des enzymes pendant l'entreposage à basse température (Tamiya et al., 
1985). La présence élevée de WCS 120 dans le noyau des cellules indique que cette 
protéine peut être importante pour la protection de la machinerie transcriptionelle. La 
protéine WCS120 est très hydrophile, ce qui lui permettrait de fournir un 
microenvironnement aux protéines et ainsi réduire la dénaturation résultant de la perte 
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de molécules d'eau (Jaenicke, 1991). L'effet cryoprotecteur de ces protéines peut être 
lié à l'accumulation au niveau des tissus vasculaires pendant l'acclimatation au froid. 
La présence dans ces tissus peut jouer un rôle important pour la survie de cette région 
critique requise pour la reprise de croissance (Houde et al., 1995). 
Les propriétés, l'abondance et la localisation de la WCOR410 suggèrent qu'elle soit 
impliquée dans la cryoprotection de la membrane plasmique durant la congélation 
(Danyluk et al., 1998). Il a été proposé que la WCOR410 joue un rôle en empêchant 
la déstabilisation de la membrane plasmique qui se produit pendant les conditions de 
déshydratation liées à la congélation, et pourrait être un facteur déterminant pour la 
résistance des cellules à la congélation. En outre, les protéines telles que la 
WCOR410 contiennent une teneur élevée en acides aminés acides, basiques et 
hydroxylés, qui peuvent interagir avec des lipides membranaires, tels que les 
différents phospholipides, les cérébrosides et les stérols. Si une molécule de 
WCOR410 peut se lier à plusieurs espèces de lipides en même temps, ceci pourrait 
servir de base pour empêcher la désorganisation lipidique qui se produit pendant la 
déshydratation. Les déhydrines acides telle que la WCOR410 pourrait aussi être 
impliquées dans la conservation de l'eau ou directement remplacer l'eau pour la 
solvatation de la membrane (Danyluk et al., 1998). 
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2.5.4.3.3.2 PROTÉINES ABONDANTES TARDIVES DE L'EMBRYOGENÈSE 
DU GROUPE 3 OU « LATE EMBRYOGENESIS ABUNDANT 
PROTEIN, GROUP 3 » 
Une autre classe de protéines présentes sont les protéines LEA3-like qui peuvent être 
classifiées en tant que petites (groupes LEA3-Ll et LEA3-L2) et grandes (protéines 
de groupe LEA3-L3). Ces protéines possèdent un peptide signal pom les 
chloroplastes ou les mitochondries. Les protéines LEA3-like sont donc prévues pom 
être transloquées dans les organelles. Ainsi, cela suppose que leurs propriétés et lems 
fonctions aient pu évoluer pour fonctionner dans un environnement spécifique aux 
organelles. Dans des conditions de stress, il est important de protéger les 
chloroplastes et les mitochondries pour maintenir la production énergétique cellulaire. 
Ainsi, ces groupes de protéines peuvent être très importants pour la smvie cellulaire 
lors de stress. 
Pom déterminer son implication dans la tolérance au gel, la WCS 19 (LEA-3L2) a été 
constitutivement exprimée chez Arabidopsis. L'augmentation de la tolérance au gel 
des plantes transgéniques acclimatées au froid est statistiquement significative. 
L'expression constitutive de la protéine WCS 19 chez Arabidopsis protège les feuilles 
des plantes transgéniques acclimatées au froid contre les dommages induits par le gel. 
Bien que l'on ait observé une activité cryoprotective de la WCS 19 chez le blé, son 
mode d'action n'est pas encore connu. Elle pourrait interagir avec des lipides ou des 
protéines spécifiques dans la membrane ou le stroma des chloroplastes (N'Dong et al., 
2002). 
52
 
2.5.4.3.3.3 LES LIPOCALlNES 
Une autre FTP présente chez le blé est TaTIL, une lipocaline. Les lipocalines font 
partie d'une grande famille diversifiée de petites protéines extracellulaires. Elles se 
retrouvent chez les vertébrés, les animaux, les plantes et les bactéries invertébrés. 
Elles sont caractérisées par une cavité centrale hydrophobe, appelée barrique-~, qui 
leur donne la capacité de lier des molécules hydrophobes. La liste des ligands 
potentiels s'accroît constamment et inclut des molécules diverses telles que les 
stéroïdes, les phéromones et les molécules odorantes. Les lipocalines ont été classées 
comme protéines de transport, mais il devient évident que certaines d'entre elles 
peuvent également être impliqués dans plusieurs fonctions importantes tels que: la 
modulation de la croissance cellulaire et du métabolisme, la liaison aux récepteurs de 
surface, la régénération, la régulation de la réponse immune, l'olfaction, la biogénèse 
et la réparation des membranes, l'induction de l'apoptose, le comportement animal et 
la réponse au stress environnemental (Akerstrom et al., 2000; Bishop, 2000; Frenette 
Charron et al., 2002). 
Les lipocalines du blé (TaTIL) sont associées à la membrane plasmique mais ne 
contiennent pas de peptide de signal. Des analyses bioinformatiques ont suggéré la 
présence d'un site de clivage en C-terminal et d'un environnement favorable pour 
l'addition d'une ancre de type glycosylphosphatidylinositol (GPI). Les lipocalines de 
plantes sont spécifique à certains tissus et leur accumulation en réponse au stress 
induit par les températures suggèrent un rôle possible de protection contre des 
dommages dus au stress. Leur localisation dans les feuilles soutient l'idée que ces 
protéines peuvent agir en éliminant des molécules potentiellement nocives connues 
pour être induites par le stress thermique et l'excès de lumière (Frenette Charron et al., 
2002). TaTIL pourrait avoir un rôle d'antioxydant ou pourrait également être 
impliquée dans le transport de stérols à la membrane en réponse au stress (Demel et 
De Kruyff, 1976). 
CHAPITRE III
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3.1 PRÉPARATION DE L'EXTRAIT DE BLÉ 
La première partie de nos recherches porte sur l'évaluation du potentiel 
cryoprotecteur d'un extrait brut de blé d'hiver (WPE). 
3.1.1 MATÉRIEL VÉGÉTAL ET CONDITIONS DE CROISSANCE 
Le blé d'hiver Triticum aestivum L., cv Clair, possédant une LT50 de -19°C 
(température à laquelle 50% des plants ne survivent pas) est utilisé dans cette étude. 
Des plants de blé sont cultivés et traités comme décrit précédemment (Danyluk et al., 
1998). Brièvement, les plantes sont cultivées pendant 10 jours à 20°C (NA). 
L'acclimatation du blé (CA) est ensuite effectuée à 4°C pendant une période de sept 
ou trente-cinq jours. 
3.1.2 EXTRACTION DES PROTÉINES TOTALES 
Les parties aériennes de jeunes plantes est coupées et broyées dans l'eau ultrapure 
(3ml d'eau par gramme de poid frais de blé) à 4°C jusqu'à l'obtention d'une 
suspension homogène. L'homogénat est filtré à l'aide de trois épaisseurs de miracloth 
puis centrifugé à 30,000g pendant 45 minutes à 4°C. Le pH du surnageant est ajusté à 
7.4, puis stérilisé à l'aide d'un filtre de 0.22 micron. 
L'extrait est dialysé contre de l'eau ultrapure, à l'aide de membrane de 12-14 000 
MWCO (SpectraiPor, Spectrum Laboratories, Inc., Los Angeles, CA) avant d'être 
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concentré par lyophilisation puis conservé à -20°C. L'extrait est resuspendu dans le 
milieu de culture à 4°C avant d'être ajouté à la suspension d'hépatocytes. 
3.1.3 PURIFICATION DE L'EXTRAIT DE BLÉ 
La seconde partie de nos recherches porte sur la détermination de la nature de la 
fraction active du WPE. 
Afin d'enrichir les extraits en protéines, l'extrait brut est partiellement purifié par 
précipitation au sulfate d'ammonium (0-20 %, 21-40%, 41-60%, 61-80% et 81-100%) 
ou à l'acétone (55%). Une précipitation d'une heure est suivie d'une dialyse, contre 
de l'eau ultrapure, de 12 heures. Les extraits purifiés au sulfate (SuIWPE) et à 
l'acétone (AcWPE) sont ensuite stérilisés sur un filtre 0.22 micron, puis concentré par 
lyophilisation. 
Un échantillon (75 mg de protéines) de l'extrait SulWPE NA et CA est ensuite 
purifiée par des méthodes chromatographiques : exclusion sur gel (sephacryl S200) 
et chromatographie d'affinité sur Concanavaline A. 
De plus, une partie de l'extrait brut WPE est bouillie afin de dénaturer les protéines. 
Cette fraction riche en polysaccharides, est également testée afin de déterminer 
l'importance des polysaccharides contenus dans l'extrait végétal. 
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3.1.4 PRODUCTION DE PROTÉINES RECOMBINANTES 
La troisième partie de nos recherches porte sur l'évaluation du potentiel 
cryoprotecteur des protéines de tolérance au gel du blé (WFTP). 
Cinq clones cDNA (WCSI20, WCSI9, WCOR410, TaTlL et TaIRl2) sont exprimés 
dans le vecteur pTrcHis dans la bactérie E. coli. Les bactéries sont cultivées dans le 
milieu LB supplémenté avec de l'ampicilline (10 mg/ml) pendant 3 heures à 37°C 
sous agitation de 200 rpm. Ces cultures sont ensuite induites avec ImM d'isopropyl 
~-1-thiogalactopyranoside(lPTG) pendant 3 heures à 37°C sous une agitation de 200 
rpm. Les protéines recombinantes sont purifiées sur une résine His-tag selon les 
recommandations du manufacturier (NovagenlEMD, CA). 
3.2 PRÉPARATION DES CELLULES D'HÉPATOCYTES DE RAT 
3.2.1 ISOLATION ET CULTURE DES HÉPATOCYTES 
Les hépatocytes sont isolés du foie de rats, mâles Sprague-Dawley (120-180 g) 
(Charles River Canada, Saint-Constant, Que), par une technique, en deux étapes, de 
digestion à la collagénase (Guillemette et al., 1993; Seglen, 1976). Les animaux sont 
soignés et manipulés selon les directives du Conseil canadien sur les soins et l'usage 
des animaux de laboratoire (Olfert et al., 1993). 
57
 
La viabilité des cellules fraîchement isolées est évaluée par cytométrie en flux 
(FACScan, Becton Dickinson, Oakville, ON) avec 2 ~M d'iodure de propidium (PI) 
(Reader et al., 1993). 
Les hépatocytes fraîchement isolés sont dilués à 3.5 x105cellules/mL avec du milieu 
de culture WME complémenté avec 10% de sérum de veau fœtal (SVF), d'insuline 
(0.2 mg/mL), et de la gentamicine (50 mg/mL) puis mis en culture dans des Pétris 
(Coming, Acton, MA) sous atmosphère humidifiée de 5% CO2 et 95% air à 37°C. 
Après 3 h, le milieu est remplacé par du milieu L 15 complémenté avec insuline (0.2 
mg/mL) et gentamicine (50 mg/mL) puis les cellules sont réincubées durant 14 
heures (Reader et al., 1993). 
3.2.2	 CRYOCONSERVATION DES HÉPATOCYTES ET LIGNÉES 
CELLULAIRES 
Après isolement, 1.5x106/mL d'hépatocytes en suspension sont ajoutés au milieu de 
culture WME complémenté avec 10% de SVF et 20 mg de NA ou CA WPEs dans 
des cryovials froids. Les lignées cellulaires suivantes sont cryoconservées dans leur 
milieu respectif supplémenté de 20 mg de NA WPE : A549 (carcinome pulmonaire 
humain), Caco-2 (adénocarcinome colorectal humain), CHO-BI (cancer d'ovaire de 
hamster chinois transfecté avec l'ADNc de la TGF-bI), HeLa (cancer du col de 
l'utérus de Henrietta Lacks), HIEC (cellules d'épithélium intestinal humain), et Jurkat 
(leucémie humaine de cellules T). 
Les témoins positifs sont composés de milieu de culture WME complémenté avec 
15% DMSO et 50% SVF. Les témoins négatifs sont composés de milieu de culture 
WME non supplémenté. Les cryovials contenant les cellules sont congelés à un taux 
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de refroidissement de 1°C/min dans un récipient de congélation (Nalgene, Rochester, 
NY) à -80°C pour 24 heures, et puis transférés dans l'azote liquide. 
3.2.3 DÉCONGÉLATION DES CELLULES 
Les cellules cryoconservées sont décongelées rapidement par agitation douce dans un 
bain d'eau à 37°C et la viabilité est déterminée comme précédemment. 
Pour les tests d'adhésion et les analyses métaboliques, la suspension d'hépatocytes est 
diluée 10 fois avec du milieu froid, juste après le dégel. Lorsque la viabilité est 
inférieure à 80%, les cellules mortes sont enlevées par une étape de centrifugation 
dans 30% de Percoll. Après centrifugation (4°C, 50g, 2 minutes), les hépatocytes sont 
resuspendus dans 10 ml de WME et lavés deux fois. 
Les hépatocytes sont mis en culture dans des Pétris ou des plaques avec du WME 
complémenté avec de l'insuline (0.2 mg/mL) et gentamicine (50 mg/mL), dans une 
atmosphère humidifiée avec 5% CO2 et 95% air à 37°C. Après 3 h, le milieu est 
changé et les cellules sont incubées durant la nuit dans le milieu L-15 (Reader et al., 
1993) complémenté d'insuline et de gentamicine. 
Le potentiel cryoprotecteur est évalué par plusieurs tests: viabilité après dégel, 
viabilité en culture, efficacité d'adhésion et évaluation des fonctions 
hépatospécifiques (sécrétion d'albumine, métabolisme de l'ammonium en urée, 
activité basale et inductibilité du cytochrome P-450). 
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3.2.4 TEST DE VIABILITÉ 
3.2.4.1 TEST DE VIABILITÉ LIVE-DEAD 
Après un cycle de congélation et de décongélation, la suspensIOn cellulaire est 
marquée immédiatement avec des sondes fluorescentes (4 !lM calcéine et 2 !lM PI) 
pendant 5 min et analysée par cytométrie en flux (excitation à 488 nm) avec un 
FACScan (Becton Dickinson). Le nombre de cellules viables exprimant la 
fluorescence verte de la calcéine et de cellules mortes exprimant la fluorescence 
rouge du PI est déterminé avec le logiciel Cell Quest (Becton Dickinson). 
3.2.4.2 TEST DE LA LACTATE DÉHYDOGÉNASE (LDH) 
La LDH est déterminée directement dans le milieu de culture. La mesure de l'activité 
de la LDH est un indice de la détérioration de la viabilité des cellules (Moldeus et al., 
1978). Le milieu de culture est recueilli chaque jour et l'activité de la LDH dans le 
milieu de culture est quantifiée. Les cellules viables sont lysées avec 10% de Triton 
X-lOO à la fin de l'expérience et la LDH est quantifié pour déterminer le nombre de 
cellules totales (Moffatt et al., 1996). 
3.2.4.3 EFFICACITÉ D'ADHÉSION 
L'efficacité d'adhésion est déterminée par la mesure de la LDH des cellules avant 
mise en culture et après 3 h et 24 h de culture. L'efficacité d'adhésion est définie par 
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l'activité de la LDH dans une culture de 24 h divisée par l'activité de la LDH avant la 
mise en culture. 
3.2.4.4 ADHÉSION ET MORPHOLOGIE CELLULAIRE 
L'adhésion et la morphologie des hépatocytes (2.5xI05cellules) sur des Pétris enduit 
avec du collagène sont évaluées par microscopie confocal. Le microscope confocal 
MRC 1024 (BioRad, Microscience, Cambridge, MA) est équipé avec un laser à argon 
(excitation à 488 nm) combiné avec un microscope inversé Eclipse Model TE 3000 
(Nikon, Montréal, Que) avec un objectif de 40X Hoffinan. 
3.2.4.5 IMMUNOFLUORESCENCE DES MOLÉCULES D'ADHÉSION 
Pour l'immunofluorescence, les hépatocytes (2.5x 105cellules/mL) sont mis en culture 
dans des plaques de 12 puits dans du WME supplémenté avec de l'insuline et de la 
gentamicine. Après 24h en culture, les cellules sont fixées avec 3% de formaldéhyde 
frais dans le PBS durant 30 min à 4°C. Les cellules sont lavées 3 fois avec du PBS à 
4°C. Les cellules sont perméabilisées avec 0.05% de saponine durant 30 min à 4°C, 
quenchées avec de la glycine (lOOmM) durant 45 min à 4°C et ensuite bloquées avec 
3% de BSA dans du PBS-T durant 60 min à 4°C. 
Les cellules sont ensuite incubées avec l'anticorps primaire (anti-intégrine ~ 1, E­
cadhérine ou ~-caténine (dilution 11500)) dans du PBS-T avec 2% de BSA durant 60 
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min à 4°C, lavées 3 fois durant 10 min avec PBS-T à la température de la pièce (TP), 
puis incubées avec l'anticorps secondaire (anti-IgG couplé à la FITC, dilution 1/500) 
dans le PBS-T avec 2% de BSA durant 60 min à 4°C et finalement lavées 3 fois avec 
du PBS-T à TP. Les observations sont effectuées avec un microscope confocal 
Iv1RC 1024 (BioRad, Microscience, Cambridge, MA). 
3.2.4.6 EXPRESSION PROTÉIQUE DES MOLÉCULES D'ADHÉSION 
L'expression protéique de 1'intégrine ~ 1, la E-cadhérine et la ~-caténine est 
déterminée après 24 h de mise en culture. Les cellules (2,5 xl 05 cellules/ Pétris) sont 
lavées avec du PBS, lysées avec 100 ~L de tampon de lyse (20 mM Tris-Hel, 2 mM 
EGTA, 2 mM EOTA, 6 mM ~-mercaptoéthanol) et homogénéisées par sonication. 
Les protéines (40~g) sont séparées sur un gel de polyacrylamide à 12% SOS-PAGE 
(Laemmli, 1970) et ensuite transférées sur une membrane de polyvinylidene fluoride 
(PVOF). Les membranes sont bloquées dans du TBS-T avec 5% de lait (2 mM Tris­
HCI, 13.7 mM NaCI, 0.1 % Tween) et ensuite incubées avec l'anticorps primaire 
(1/500). Les bandes de protéines sont détectées par chemiluminescence (<< Western 
lightning chemiluminescence reagent plus »; PerkinElmer Life Sciences, Boston, 
MA) avec un anticorps anti-IgG HRP-conjugué CI Il 000). Les protéines sont 
quantifiées par densitométrie avec un numérisateur «Molecular Oynamics» 
(Amersham, Baie d'Urfé, Qc). 
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3.3 DÉTERMINATION DES FONCTIONS HÉPATOSPÉCIFIQUES 
3.3.1 SÉCRÉTION D'ALBUl\flNE 
La sécrétion de l'albumine par les hépatocytes est quantifiée à toutes les 24 h, et ce 
jusqu'à 96 h, dans le milieu de culture à l'aide d'un test ELISA (Uotila et al., 1981), 
avec quelques modifications mineures (Wan et al., 1993). La concentration 
d'albumine est déterminée à 550 nm à l'aide d'une courbe standard d'albumine de rat 
(0-250 ng/dL) sur un lecteur ELISA (SPECTRAFluor Plus, Tecan, CA) et exprimé 
en microgramme d'albuminel1 06 cellules/24 h. 
3.3.2 DÉTERMINATION DU MÉTABOLISME DE L'URÉE 
Pour évaluer la biotransformation de l'ammoniaque en urée, les hépatocytes en 
culture sont exposés à 10 mM de NH4CI dans du milieu L-15. Des échantillons de 
milieu de culture sont récupérés au début et après 24 h d'exposition à l'ammoniaque 
et ce durant 3 jours. La concentration d'urée est évaluée par un test colorimétrique 
(<< urea nitrogen reagent set» (BioTron Diagnostics, Hemet, CA)). La concentration 
d'urée est déterminée en utilisant une courbe standard d'urée (0--45 mg/dL) et 
exprimée en microgramme d 'uréel1 06 cellules. 
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3.3.3	 ACTIVITÉ ENZYMATIQUE DES ISOFORMES DU CYTOCHROME 
P450 
L'activité enzymatique des isoformes CYPIAI and 2B des hépatocytes en culture est 
quantifiée après 48 h d'exposition à 10 mM de benzo-a-pyrène dans du milieu L-15. 
Les cellules (2,5 x105 cellules/ Pétris) sont lavées 2 fois avec du PBS et incubées 
durant 1 h avec les substrats éthoxyrésorufin-O-dééthylase (EROD) (8 mM) ou 
pentoxyrésorufin-O-déalkylase (PROD) (17 mM) (ex: 530 nm; em: 585 nm). 
L'activité enzymatique est déterminée en utilisant une courbe standard de résorufin 
(0-200 mM). 
L'activité enzymatique basale est mesurée sur une suspension cellulaire pour les 
isoformes du CYP450 1A1/2 (3-cyano-7-éthoxycoumarin (CEC), ex: 410nm em: 
450nm), 2D2 (3-[2-(N,N-diéthyl-N-méthylammonium (3-[2-(N,N-Diethyl-N­
méthylammonium)éthyle]-7-méthoxy-4-méthylcoumarin (AMMC), ex: 410nm em: 
450nm), 2C6 (7-méthoxy-4-(trifluoro-méthyl)coumarin (MFC), ex: 410nm em: 
500nm) and 3A 1/2 (3-[(3,4-difluorobenzyl)oxy]-5,5-diméthyl-4-[4-(méthylsul­
fonyl)phényl]furan-2(5H)-one (DFB), ex: 340nm em: 450nm). Les cellules sont 
incubées avec 251lM des différents substrats pour des temps de 0, 5, 10, 15, 20 et 30 
min. Après chaque temps d'incubation, à 150111 de suspension est ajouté l501l1 
d'acétonitrile ou 60% d'acétonitrile avec 40% de Tris base (pH 10, DFB). 
Les cultures d'hépatocytes sont induites avec 10 IlM benzo-a-pyrène (CYP1A1), 50 
IlM de dextrométhorphane (CYP 2D2), 50 flM de phénobarbital (CYP 2C6), et 50 
IlM de dexaméthasone (CYP 3A1/2). Les cellules sont lavées 2 fois avec du PBS puis 
incubées durant 0, 15 ou 30 min pour les substrats CEC, AMMC et MFC et durant 0, 
5, 15, 20 ou 30 min pour le DFB. Pour CEC, AMMC et MFC, 200 III d'acétonitrile 
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est ajouté au puits après chaque temps d'incubation. Les cellules sont détachées et 
200111 sont transférés dans une plaque de 96-puits pour la lecture. Pour le OBF, après 
chaque temps d'incubation, 100111 de surnageant est transféré dans une plaque de 96­
puits et à chaque puits 100111 de 60% d'acétonitrile-40% de Tris base est ajouté. 
3.3.4 EXPRESSION DES ISOFORMES DU CYTOCHROME P450 
L'expression protéique de CYFIAl est déterminée après 24 h d'induction avec 
benzo-a-pyrène (10 IlM). Les cellules (2,5 xl0s cellules/ Pétris) sont lavées avec du 
PBS, lysées avec 100 ilL de tampon de lyse (20 mM Tris-HCl, 2 mM EGTA, 2 mM 
EOTA, 6 mM ~-mercaptoéthanol) et homogénéisées par sonication. Les protéines 
(30llg) sont séparées par SOS-PAGE sur un gel de polyacrylamide 12% (Laemmli, 
1970) et ensuite transférées sur une membrane de polyvinylidene fluoride (PYOF). 
Les membranes sont bloquées dans du TBS-T avec 5% de lait (2 mM Tris-HCl, 13.7 
mM NaCI, 0.1 % Tween) et ensuite incubées avec l'anticorps primaire (1/1000). Les 
bandes de protéines sont détectées par chemilunescence (western lightning 
chemiluminescence reagent plus; PerkinElmer Life Sciences, Boston, MA) avec un 
anticorps IgG HRP-conjugué (1/1 000). Les protéines sont quantifiées par 
densitométrie avec le scanner Molecular Oynamics (Amersham, Baie d'Urfé, Qc). 
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4.1 RÉSUMÉ 
Les hépatocytes sont un modèle physiologique important pour l'évaluation des effets 
métaboliques et biologiques des xénobiotiques. Ils ne prolifèrent pas en culture et 
sont extrêmement sensibles aux dommages induits par la congélation et le dégel, 
même après l'addition des cryoprotectants classiques. Ainsi, l'amélioration des 
techniques de cryoconservation est nécessaire pour réduire les dommages cellulaires 
et fonctionnels. Dans cet article, nous décrivons une nouvelle méthode efficace de 
cryoconservation, qui pennet l'entreposage à long terme et la récupération d'une 
grande quantité de cellules viables maintenant leurs fonctions hépatospécifiques. En 
culture, la morphologie des hépatocytes cryoconservés avec les extraits de protéines 
de blé (WPE) sont semblable à celle des cellules fraîches. En outre, les fonctions 
hépatospécifiques telles que la sécrétion d'albumine et la biotransformation de 
l'ammonium en urée sont maintenues durant 4 jours de culture. Les inductions de 
CYP 1A 1 et de CYP2B dans les hépatocytes cryoconservés avec les WPEs sont 
semblables à ceux des hépatocytes frais. Ces résultats démontrent clairement que les 
WPEs sont d'excellents cryoprotectants pour les hépatocytes primaires. L'extrait 
permet également de cryoconserver d'autres types cellulaires humains et animaux tels 
que le carcinome de poumon humain, l'adénocarcinome colorectal humain, le cancer 
d'ovaire de hamster chinois transfecté avec l'ADN TGF-b 1, le cancer du col de 
l'utérus de Henrietta Lacks, les cellules d'épithélium intestinal humain et de la 
leucémie humaine de cellules T. Les WPEs ont un potentiel d'agent cryoprotecteur 
universel pour les cellules de mammifères. C'est un agent économique, efficace et 
non-toxique. 
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4.2 ABSTRACT 
Hepatocytes are an important physiological model for evaluation of metabolic and 
biological effects of xenobiotics. They do not proliferate in culture and are extremely 
sensitive to damage during freezing and thawing, even after the addition of classical 
cryoprotectants. Thus improved cryopreservation techniques are needed to reduce cell 
injury and functional impairment. Here, we describe a new and efficient 
cryopreservation method, which permits long-term storage and recovery of large 
quantities of healthy cells that maintain high hepatospecific functions. In culture, the 
morphology of hepatocytes cryopreserved with wheat protein extracts (WPE) was 
similar to that of fresh cells. Furthermore, hepatospecific functions such as albumin 
secretion and biotransformation of ammonium to urea were weil maintained during 4 
days in culture. Inductions of CYPIAI and CYP2B in hepatocytes cryopreserved 
with WPEs were similar to those in fresh hepatocytes. These findings clearly show 
that WPEs are an excellent cryopreservant for primary hepatocytes. The extract was 
also found to cryopreserve other human and animal cell types such as lung carcinoma, 
colorectal adenocarcinoma, Chinese hamster ovary transfected with TGF-b 1 cDNA, 
cervical cancer taken from Henrietta Lacks, intestinal epithelium, and T ceilleukemia. 
WPEs have potential as a universal cryopreservant agent of mammalian cells. It is an 
economic, efficient and non-toxic agent. 
Keywords: liver; cryopreservation; wheat proteins; viability; metabolic activities 
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4.3 INTRODUCTION 
Among the different cel1 types, hepatocytes are the most important for liver function, 
representing about 70% of the total cellular population and 80% of hepatic tissue 
volume (Meeks et al., 1991). They are responsible for the majority of hepatospecific 
functions (Clément et Guillouzo, 1992) such as synthesis and secretion of essential 
proteins (e.g., ceruloplasmin, clotting factors, albumin). Hepatocytes are also 
involved in biotransformation of endogenous and exogenous hydrophobie compounds 
such as xenobiotics (e.g., pharmaceuticals, environmental pollutants) into water 
soluble products, which are excreted into the extracellular mediwn (e.g., urine, bile) 
(G1icklis et al., 2000). 
Hepatocytes represent the most physiologically relevant model of the liver, especially 
as an in vitro experimental system for the evaluation of the metabolic fate and 
biological effects of xenobiotics. The use of other hepatic models such as cell-free 
microsomes would bias drug biotransformation towards phase 1 oxidation, whereas 
Iiver slices would have a major artefactual problem of limited drug penetration across 
multiple cell layers. Due to their intact cell properties, hepatocytes represent a self­
contained system with complete, undisrupted enzymes and cofactors, which are at 
physiological levels. For studies of xenobiotic metabolism by the liver, the use of 
hepatocytes is more likely to yield results which are representative of those obtained 
in vivo, both in terms of metabolic profiles and rates of metabolic clearance (Billings 
et al., 1977; Houston, 1994; Kedderis, 1997). 
Primary cultures of isolated hepatocytes do not replicate without addition of specifie 
growth factors. Furthermore, major xenobiotic-metabolizing enzymes such as 
inducible isoforms of cytochrome P450 (CYP) decline rapidly in culture. Therefore, 
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freshly isolated hepatocytes are required for most studies on xenobiotic metabolism 
and toxicity. The successful cryopreservation of freshly isolated hepatocytes, 
retaining high viability and adequate liver functions after thawing, would 
significantly decrease the need for freshly procured livers for the preparation of 
hepatocytes for experimentation. Cryopreserved hepatocytes ofhigh quality would be 
of considerable value for investigations in the fields of hepatology, phannacology, 
and toxicology (Powis et al., 1987; Santone et al., 1989; Zaleski et al., 1993). The use 
of cryopreserved hepatocytes from one source would allow investigations on well­
defined cell batches. In addition, the same cells could be used in different laboratories, 
offering the advantage of experimental standardization. Cryopreserved hepatocytes 
could also be useful for the development of bioartificial liver devices that depend 
highly on readily available functional units (Gerlach et al., 1989; Gerlach et al., 1994; 
Takahashi et al., 1993; Uchino et al., 1991). 
Hepatocytes are extremely sensitive to damage during freezing and thawing, even 
after addition of c1assical cryoprotectants. Thus improved cryopreservation 
techniques are needed to reduce ceIJ injury and functional impairment of hepatocytes. 
Cryoprotective agents such as DMSO are currently used to protect cells and tissues 
from dehydration caused by the formation of intracellular ice during freezing. 
However, they are either toxic and need to be eliminated rapidly after freezing (Fahy, 
1986) or cause osmotic stress that affects the metabolic competence of cells 
(Schneider et Mazur, 1987). Consequently, the cryopreserved cells do not represent 
the native metabolic state of cells or tissues and can lead to erroneous interpretation 
ofresults. 
To find better alternatives to existing cryoprotectants, scientists have long considered 
using natural substances made by organisms that survive freezing conditions. To 
ensure survival, several plants such as winter wheat have evolved efficient strategies 
that help them to tolerate extreme winter conditions. These mechanisms are 
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genetically controlled and induced upon exposure to low temperatures (Guy, 1990; 
Thomashow, 1990). This process, termed cold acclimation (CA), is associated with 
the development of freezing to]erance (FT). One strategy that hardy plants like wheat 
use to tolerate subzero temperatures is the accumulation of freezing associated 
proteins such as antifreeze proteins (AFPs) and dehydrins (Breton et al., 2000). AFPs 
exhibit two related activities in vitro. The tirst is the noncolligative depression of the 
freezing temperature of aqueous solutions relative to their melting temperature, 
known as thermal hysteresis. The second is inhibition of ice recrystallization (IRl), 
which is inhibition of the growth of larger ice crystals at the expense of smaller 
crystals (Knight et al., 1984). Larger ice crystals cause severe dehydration and 
increase the possibility of physical damage within frozen tissues. IRl occurs at low 
AFP concentrations (nM) and may represent the physiological function of AFPs in 
freezing tolerant organisms (Knight et Duman, 1986; Marshall et al., 2004). In 
addition, AFPs may protect cell membranes from cold-induced damage (Breton et al., 
2000). The dehydrins are hydrophilic, resistant to denaturation by boiling and many 
are composed largely of repeated amino acid sequence motifs. They possess regions 
capable of forming an amphipatic a-helix. These properties may enable them to 
protect cells against freezing damage by stabilizing proteins and membranes during 
conditions of dehydration (Breton et al., 2000). 
This study aims to explore the properties of these wheat proteins to develop an 
improved method of cryopreservation of isolated hepatocytes and other mammalian 
cells for long-term storage at liquid nitrogen temperature. Therefore, winter wheat 
protein extracts (WPE) were investigated as an alternative to the classical 
cryoprotectant DMSO. This new cryopreservation method permits long-term storage 
and recovery of large quantities of healthy cells, which maintain the differentiated 
functions of hepatocytes. This user-friendly technique is inexpensive, does not 
require extensive manipulation of cells and was successfully used to cryopreserve 
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other cell types. Wheat extracts have potential as a universal cryopreservant agent of 
mammalian cells. 
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4.4 MATERIALS AND METHOnS 
Chemicals 
Collagenase, insulin, Williams' medium E (WME), dimethyl sulfoxide (DMSO), 
resorufin, and other chemicals were from Sigma Chemical Company (St. Louis, MO). 
Leibovitz medium (L-15), gentamicin, and MEM vitamins were from GibcolLife 
Technologies (Burlington, Ont.). Calcein, 7-ethoxyresorufin-O-deethylase (EROD) 
and 7-pentoxyresorufin-O-depentylase (PROD) were from Molecular Probes (Eugene, 
OR). Propidium iodide (PI) was from Calbiochem (San Diego, CA). Antibodies for 
cytochrome P450 (CYP 1A 1 (G-18) goat polyclonal IgG) and anti-goat IgG (horse 
radish peroxidase (HRP) conjugated mouse anti-goat IgG) were from Santa Cruz 
Biotechnology (Santa Cruz, CA). Fetal bovine serum (FBS) was from Medicorp 
(Montreal, Que). 
Plant Materials and Growth Conditions 
Winter wheat genotype (Triticum aestivum L. cv Clair, LT50 (lethal temperature that 
kills 50% of seedlings) -19°C) was used in this study. Wheat plants were grown and 
treated as previously described (Danyluk et al., 1998). Briefly, control plants were 
grown for 10 days at 20°C and CA was performed at 4°C for a 7-day period. 
Total Protein Extraction 
The aerial parts of seedlings were collected and blended until a homogeneous 
solution was obtained with cold ultrapure water. The homogenate was filtered 
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through three layers of miracloth and centrifuged at 30,000g for 45 min at 4°C. The 
pH of the supernatant was adjusted to 7.4 and sterilized using a 0.22 J.l.m filter. The 
extract was concentrated by freeze drying and stored at -20°C, or dialyzed against 
ultrapure water, using 12-14,000 MWCO tubing (SpectraIPor,Spectrum Laboratories, 
Inc., Los Angeles, CA) before concentration. The extract was resuspended in ice-cold 
WME medium before being added to the hepatocyte suspension. 
Hepatocyte Isolation and Culture 
Hepatocytes were isolated from male Sprague-Dawley rats (120-180 g) (Charles 
River Canada, Saint-Constant, Que), in a two-step collagenase digestion technique 
(Guillemette et al., 1993; Seglen, 1976). Animais were maintained and handled in 
accordance with the Canadian Council on Animal Care guidelines for care and use of 
experimental animais (Olfert et al., 1993). Cell viability was evaluated by flow 
cytometry (FACScan, Becton Dickinson, Oakville, ON) with 2 mM PI (Reader et al., 
1993). Isolated cells were diluted to 3.5x10s/mL and cultured in tissue culture plates 
(Corning, Acton, MA) in WME medium supplemented with 10% FBS, insulin (0.2 
mg/ml), and gentamicin (50 mg/mL) in a humidified atmosphere of 5% CO2 and 
95% air at 3rC. After 3 h, medium was changed and cells were incubated overnight 
in L-15 medium (Reader et al., 1993) supplemented with insulin and gentamicin. 
Cryopreservation of Hepatocytes and Cell Lines 
Immediately after isolation, the hepatocyte suspension was added to ice-cold WME 
medium supplemented with 10% FBS and non-acciimated (NA) or CA WPEs in cold 
cryovials. The following cell lines were cryopreserved in their respective growth 
media supplemented with NA WPE: A549 (human lung carcinoma), Caco-2 (human 
colorectal adenocarcinoma), CHO-B 1 (Chinese hamster ovary transfected with TGF­
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b1 cDNA), HeLa (cervical cancer taken from Henrietta Lacks), HIEC (human 
intestinal epithelium cells), and Jurkat (human T cell leukemia). Positive (15% 
DMSO+50% FBS) and negative (WME) controls were also prepared. Tubes 
containing cells were frozen at a cooling rate of 1°C/min in a controlled freezing 
container (Nalgene, Rochester, NY) to -80°C for 1 day, and then transferred to liquid 
nitrogen. 
Thawing of Cryopreserved Hepatocytes and Cell Lines 
Frozen cells were thawed quickly by gentle agitation In a 37°C water bath and 
viability was deterrnined. For adherence and metabolic assays, the hepatocyte 
suspension was diluted 10-fold with cold WME medium, immediately after thawing. 
When viability was lower than 80%, dead cells were removed by a 30% isotonie 
Percoll centrifugation step. After centrifugation (4°C, 50g, 2 min), hepatocytes were 
suspended in 10 ml of WME medium and washed twice. Hepatocytes (3.5x105/mL) 
were cultured in tissue culture plates in W1VŒ medium supplemented with insu lin and 
gentamicin in a humidified atmosphere of 5% C02 and 95% air at 37°C. After 3 h, 
medium was changed and cells were incubated overnight in L-15 medium 
supplemented with insulin and gentamicin. 
Viability Assays 
Live-Dead Assay 
After freeze/thaw cycles, cell suspensIOns were stained immediately with the 
fluorescent probes 4 !lM calcein and 2 !lM PI in WME medium for 5 min and 
analyzed by flow cytometry (excitation at 488 nm) using a Becton Dickinson 
FACScan. The numbers of live cells expressing green fluorescence of calcein and 
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dead cells expressing red fluorescence of PI were detennined with Cell Quest 
software (Becton Dickinson). 
Lactate Dehydrogenase (LDH) Assay 
LDH activity was detennined in the medium of seeded, adherent hepatocytes as a 
measure of hepatocyte deterioration (Moldeus et al., 1978). The hepatocyte culture 
medium was removed daily and activity of LDH released into the medium from 
adherent cells was quantified. The live cells were then Iysed with 10% Triton X-IOO 
at the end of the experiment and activity of LDH was quantified to give the total cel! 
number (Moffatt et al., 1996). 
Plating Efficiency 
Plating efficiency was determined by measuring LDH activity ln cells pnor to 
seeding and in 3 and 24 h-old cultures. Plating efficiency was defined as LDH 
activity in 24 h-old cultures divided by LDH activity in pre-culture cells. 
Adherence and Cellular Morphology 
Adherence and morphology of hepatocytes in tissue culture plates coated with 
collagen were evaluated by confocal microscopy. The confocal microscope 
MRC 1024 (BioRad, Microscience, Cambridge, MA) was equipped with an argon 
laser (excitation at 488 nm) combined with an inverted microscope Eclipse Model TE 
3000 O\Jikon, Montreal, Que) with objectives of 40X Hoffrnan. 
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Albumin Secretion 
Albumin secretion from hepatocytes was quantified every 24 h, until 96 h, in culture 
media by a ELISA assay (Uotila et al., 1981), with minor modifications (Wan et al., 
1993). Albumin concentrations were determined at 550 nrn using a standard curve of 
rat albumin (0-250 ng/dL) using an ELISA reader (SPECTRAFluor Plus, Tecan, CA) 
and the LDH viability test, then expressed as microgram albumin/106 cells/24 h. 
Urea Determination 
To evaluate hepatocyte-mediated biotransformation of ammonia to urea, seeded 
hepatocytes were exposed to 10 mM NH4CI in L-15 culture medium. Samples of 
media were collected at the beginning and after 24 h intervals of exposure to 
ammonia, during 3 days. Urea concentration was measured colorimetrically using the 
urea nitrogen reagent set (BioTron Diagnostics, Hemet, CA) and an ELISA reader at 
540 nrn. Concentrations of urea were determined using a standard cw"Ve of urea (0-45 
mg/dL) and the LDH viability test, then expressed as micrograms urea/106 cells. 
Enzymatic Activity and Protein Expression of Cytochrome P450 Isoforms 
CYP1A1 and 2B enzymatic activities were measured in hepatocyte cultures induced 
with benzo-a-pyrene (10 flM). Cells were washed twice with PBS and incubated for 1 
h with the substrates EROD (8 flM) or PROD (17 flM) (Iexc: 530 nrn; lem: 585 nrn). 
Enzymatic activity was determined using a standard curve of resorufin (0-200 mM). 
CYPIA1 protein expression was determined after 24 h induction with benzo-a-pyrene 
(10 flM). Cel1s were washed with PBS, scraped off plates and suspended in 100 ml 
of lysis buffer (20 mM Tris-HCI, 2 mM EGTA, 2 mM EDTA, 6 mM b­
mercaptoethanol) and homogenized by sonication. Proteins were separated by SDS­
PAGE with 30 flg protein on 12% polyacrylamide gels (Laemmli, 1970) and then 
79 
blotted onto polyvinylidene fiuoride membrane. Membranes were blocked with 5% 
dry milk in TBS (2 mMTris-HCl, 13.7 mM NaCI) supplemented with 0.1 % Tween-20 
and incubated with CYP1A1 antibody (111,000). Protein bands were detected by 
chemiluminescence (Western 1ightning chemiluminescence reagent plus; 
PerkinElmer Life Sciences, Boston, MA) using a HRP-conjugated anti-goat IgG 
(111,000). Proteins were quantified by densitometry using a Molecular Dynamics 
scanner (Amersham, Baie d'Urfé, Que) and IP Lab gel software (Scanalytics, Inc., 
Fairfax, VA). 
Statistical Analysis 
Quantitative results were expressed as mean ± SD of at least three replicate dishes for 
each condition with a minimum of three experimental repeats using different cel1 
preparations. Data were normalized to non-cryopreserved experimental controls at 
each time interval in the same experiment. Comparison between groups and analysis 
for differences between means of control and treated groups were performed using 
ANOVA followed by the post hoc test Newman-Keuls (P<0.05). The threshold for 
statistical significance was: P<0.05 (*), P<O.Ol (**), and P<O.OO 1 (***). 
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4.5 RESULTS 
Cryopreservation of Rat Hepatocytes Using Classical Techniques 
The optimal protocol for cryopreservation of freshly isolated hepatocytes was 
determined using DMSO. Hepatocyte concentrations ranging from 1.5 to 5xl06 
cells/mL were frozen to -80°C in Williams' medium supplemented with 10% FBS 
and 5-25% DMSO (data not shown). The rate of freezing was assessed using three 
different freezing methods: Styrofoam (4 h at -20°C, 18 h at -80°C), a programmable 
freezer (-6oC/h until -20°C, then 18 h at -80°C) or a Nalgene apparatus (-1°C/min 
until -80°C for 18 h). Optimal conditions for cryopreservation of hepatocytes were a 
concentration of 5x 106 cells/mL and freezing in the Nalgene apparatus using 15% 
DMSO. These conditions served as a reference for classical cryopreservation in 
subsequent experiments. 
Cryopreservation Potential of WPEs on Rat Hepatocytes and Cell Lines 
The ability of WPEs to improve the viability of cryopreserved rat hepatocytes and 
other cell types, was compared to the classical standard, DMSO. Figure 1A presents 
the viability of suspensions of hepatocytes after 7 days of freezing in the presence of 
WPEs, proteins and DMSO, compared to fresh hepatocytes. The viability of 
hepatocytes that were cryopreserved with 15% DMSO+50% FBS (positive control) 
was 62.5%, compared to 86.3% for freshly isolated hepatocytes. When 15% 
DMSO+20 mg of BSA were used, the viability of cryopreserved hepatocytes was 
only 38.7%. On the other hand, very low viability was obtained with 20 mg of BSA, 
WME medium, 20 mg of FBS, or E. coli proteins (3.9, 1.6, 6.5, and 3.3%, 
respectively). However, significant results were obtained with 20 mg of NA WPE, 
giving viability of 68.4%, which was comparable to that obtained with the classical 
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cryoprotectant, DMSO. In comparison, 20 mg of CA WPE gave a viability of 35.8% 
(Fig. 1A). Certain phenolic compounds accumulate during CA of wheat and may 
contribute to this decrease in the viability of hepatocytes. Furthermore, increases in 
the solute concentration of the CA WPE (927 mOsm) compared to the NA WPE (602 
mOsm) could further dehydrate the hepatocyte cells and increase damage due to 
dehydration. This couId also contribute to the reduction in the post-thaw viability of 
hepatocytes that were cryopreserved with CA WPE (35.8%, Fig.IA) compared to the 
NA WPE (68.4%, Fig. lA). Furthermore, dialysis of the CA and NA WPEs to 
remove contaminants such as phenolic compounds increased the post-thaw viability 
ofhepatocytes to 66.1±2.4 and 78.6±1.7%, respectively. This was accompanied by a 
reduction in their respective solute concentrations to 411 and 330 mOsm, which is 
66% and 45% less than their initial osmolarity. 
Cryoprotective activity of WPEs was also evaluated for the cryopreservation of 
several celllines. Figure lB presents viability of the different celllines after 7 days of 
freezing in the presence of WPEs and DMSO, compared to fresh hepatocytes. 
Viability of A549, Caco-2, CHO-BI, HeLa, HIEC, and Jurkat cells cryopreserved 
with DMSO was 45.6%, 33%, 72.1%, 65.4%, 45.8%, and 53.8%, respectively, 
compared to 60.4%, 77.3%, 81.4%, 65.4%, 80.3%, and 87.7%, respectively, for 
cryopreservation with WPEs (Fig. 1B). These findings demonstrate that WPEs 
contain specific compounds with cryoprotective activity at least equivalent to the 
commonly used cryoprotectant, DMSO. 
Hepatocyte viability was also assessed by the release of LDH, which measures loss of 
viability in culture by providing indirect measurement of cellular membrane integrity. 
Viability for adherent hepatocytes cryopreserved with WPEs was better than that 
obtained with DMSO (Fig. 2). After 24 h in culture, high viabilities of 76.4% and 
89.3% were obtained for hepatocytes cryopreserved with NA and CA WPEs, 
respectively, compared to 60.2% for DMSO. WPEs improved viability, compared to 
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DMSO, throughout the 96 h culture period. WPEs improved viability to similar levels 
as in fresh hepatocytes during 96 h. 
Plating Efficiency, Adherence, and Morphology of Cryopreserved Rat Hepatocytes 
The ability of thawed cells to survive in culture is one of the most important criteria 
for successful cryopreservation of hepatocytes. Plating efficiency of cells was 
assessed 3 and 24 h after seeding and culture. After 3 h in culture, plating efficiencies 
ofthawed hepatocytes cryopreserved with NA and CA WPEs were very similar to the 
optimized DMSO standard (63.7 and 62.5%, respectively, compared to 64.9% for 
DMSO, Table 1). After 24 h, plating efficiency was about 50% for thawed 
hepatocytes cryopreserved with DMSO, NA, and CA WPEs, relative to non­
cryopreserved hepatocytes (l 00%) (Table 1). These findings demonstrate that 
hepatocyte plating efficiency was comparable in the presence of WPEs and the 
optimized DMSO standard, after 3 h and 24 h in culture. 
Morphological analysis by confocal microscopy is shown 24 h after seeding for 
thawed hepatocytes that were cryopreserved with WPEs (Fig. 3C and 0) or DMSO 
(Fig. 3B), compared to freshly isolated hepatocytes (Fig. 3A). At the same cell 
concentration, fresh and WPE-cryopreserved hepatocytes showed similar rounded 
cellular morphology (Fig. 3A, C, and 0), whereas those cryopreserved with DMSO 
had shrunk (Fig. 3B). Moreover, cell to cell contacts were observed for the fresh, NA 
and CAWPE-cryopreserved hepatocytes, but not for DMSO-cryopreserved 
hepatocytes in which we can observe aggregates of dead cells (uptake of PI) 
appearing as cells adhering to one another. CeUs cryopreserved with WPEs appear to 
be slightly larger than the fresh cells, however, their measured size under the 
microscope was not significantly different. They appear larger because of their 
apparent opacity under confocal microscopy with the Hoffman objective. In fact, the 
NA and CA protein extracts were added to the hepatocyte cells at relatively high 
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protein concentration. After cryopreservation, it is plausible that the WPE proteins 
have aggregated at the cell membrane of the hepatocytes, giving rise to their apparent 
microscopic opacity. Indeed, it is possible to see these protein aggregates attached to 
the Petri dishes between the cells. 
Albwnin Secretion by Cryopreserved Rat Hepatocytes 
Albumin secretion is a specific marker for protein synthesis in hepatocytes because it 
requires liver-specific gene expression and intact translational and secretory pathways. 
The effects of WPEs on albwnin production by cryopreserved hepatocytes were 
monitored during 4 days after seeding in culture (Fig. 4A). Albwnin secretion by 
freshly isolated hepatocytes, supplemented or not with WPEs, decreased 
progressively with time from day 1 to 4, although the decrease was much more rapid 
in cells that had been cryopreserved with DMSO. In fresh hepatocytes, 85% of 
albwnin secretory activity was maintained after 4 days in culture, compared to 48% 
in DMSO-cryopreserved cells. However, 83% of activity was maintained In 
hepatocytes that were cryopreserved with CA WPEs after 4 days, which IS 
comparable to that of fresh hepatocytes. When hepatocytes were cryopreserved with 
NA WPEs, levels of albumin secretion were approximately 30% less than those 
cryopreserved with CA WPEs. These results demonstrate that the hepatospecific 
function of albwnin secretion was weil maintained throughout the 4-day culture 
period in WPE cryopreserved hepatocytes and was considerably improved with CA 
WPEs, compared to DMSO (Fig.4A). 
Ammoniwn Detoxification by Cryopreserved Rat Hepatocytes 
The effects of WPEs on ammOnIum detoxification by cryopreserved hepatocytes 
were measured at day 2, 3, and 4 after seeding in culture, compared to fresh cells (Fig. 
4B). Urea production by freshly isolated cells decreased progressively with time and 
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was much lower in DMSO-cryopreserved hepatocytes. Fresh hepatocytes, 
supplemented or not with WPEs, maintained 55% of initial detoxification activity, 
compared to 16% for DMSO-treated cells after 4 days in culture. However, after 
subtraction of plant arginase activity, ammonium detoxification in hepatocytes 
cryopreserved with CA and NAWPEs was similar to fresh cells from 48 to 96 h. 
These findings indicate that the hepatospecific function of ammonium detoxification 
was well maintained throughout the 4-day culture period with WPEs, relative to 
DMSO (Fig. 4B). 
Cytochrome P450 Enzyme Activities of Cryopreserved Rat Hepatocytes 
The activity of xenobiotic-metabolizing CYP enzymes was evaluated as a third 
marker of hepatospecific functions. Metabolic activity of isoforms CYP 1A 1 and 
CYP2B was measured by the EROD (CYPIAl) and PROD (CYP2B) assays after a 
24 h induction with benzo-a-pyrene (Fig.5A). Compared to fresh hepatocytes, 
supplemented or not with WPEs, the relative activity of CYPIAI and CYP2B 
enzymes decreased slightly in DMSO-cryopreserved hepatocytes, while it was 
maintained in hepatocytes cryopreserved with NA and CA WPEs. Western blot 
analysis of the CYPIA 1 isoform demonstrated that increased benzo-a-pyrene 
inducible activity was associated with increased protein expression (Fig. SB). This 
indicates that metabolic activity of the CYP 1A 1 and CYP2B isoforms was also 
improved in WPE-cryopreserved hepatocytes, compared to DMSO (Fig. SA and B). 
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4.6 DISCUSSION 
The major problems with classical methods of hepatocyte cryopreservation are low 
survival rate in culture and poor metabolic activities and functional integrity. Unlike 
cell lines, hepatocytes do not replicate in culture. Thus an efficient method of 
cryopreservation is necessary to reduce cellular and functional damage incurred in 
hepatocytes during freezing. 
To find an alternative to currently available cryoprotectants, we explored the use of 
substances made by organisms that survive freezing conditions. Over wintering plants 
such as winter wheat accumulate compounds that ensure survival of the plant during 
freezing. These compounds include sugars, amino acids, and proteins such as AFPs 
and dehydrins. These proteins have the potential to protect cells against dehydration 
caused by freezing. These properties could be advantageous for cryopreservation of 
hepatocytes. We therefore investigated whether protein extracts from cold tolerant 
wheat could act as cryopreservation agents of rat hepatocytes. Our results clearly 
demonstrated that 20 mg of NA WPE (68.4% viability) was as efficient as 15% 
DMSO suppJemented with 50% FBS (62.5% viability) for the cryopreservation of 
hepatocytes. However, 20 mg of CA WPE gave a lower viability of 35.8%, which 
could be due to certain phenolic compounds that are known to accumulate during CA 
of wheat, as weil as the increase in osmolarity of the CA WPE. Other coId tolerant 
plants such as barley, rye, alfalfa, and spinach also possessed cryoprotective activity 
for hepatocytes (data not shown). Cryoproteetive aetivity is specifie to plant extraets, 
since BSA and E. coli proteins did not show any activity. 
Eukaryotic cell models are essential in most laboratories that study or utilize 
proteomics, genomics, microarray-, and RNA-based technologies, and consequently 
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the long-term cryostorage of these cell cultures is required. The relevance of the 
cryopreservation technology with WPEs to other eukaryotic cell types was also 
investigated. There was a 2.3, 1.7, 1.6, and 1.3-fold increase in the viability of the 
Caco-2, HIEC, Jurkat, and A549 celllines cryopreserved with NA WPE compared to 
that with DMSO. The viability of the CHO-B1 and HeLa cell lines cryopreserved 
with NA WPE was similar to that of DMSO. This suggests that WPE is a better 
cryoprotective agent than DMSO for cryopreservation of eukaryotic cells and thus 
could be used as a universal cryoprotectant. 
The LDH test further demonstrated that hepatocytes cryopreserved with NA and CA 
WPEs maintained better viability in culture than those that were cryopreserved with 
DMSO. Furthermore, the viability of WPE-cryopreserved hepatocytes was simiJar to 
that of fresh hepatocytes, suggesting that WPEs are less toxic and more efficient as 
cryopreservation agents than DMSO. 
To further determine the capacity of hepatocytes to survive 10 culture after 
cryopreservation, the plating efficiency of cells was compared after 24 h in culture. 
Both the WPE cryopreserved hepatocytes and the optimized DMSO standard 
performed weil with similar attachment efficiencies in the range of 50%, relative to 
fresh cells. These results for optimized DMSO-cryopreserved hepatocytes were 
similar to those obtained in other studies (Silva et al., 1999; Sosef et al., 2005). 
Microscopic analysis of post-thaw hepatocytes demonstrated their ability to attach to 
collagen-coated dishes and to restore near-normal morphology with cell to cell 
contacts, following cryopreservation with WPEs. The attachment properties and 
cellular morphology were better conserved in hepatocytes that had been 
cryopreserved with WPEs, rather than with DMSO, demonstrating again the higher 
efficiency of WPEs to cryopreserve hepatocytes. Cell to cell contacts were present in 
WPE-cryopreserved hepatocytes, suggesting better conservation of membrane 
integrity. 
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A major interest of the pharrnaceutical industry during the development of new drugs 
for clinical use relies on ShOlt terrn assays for deterrnining metabolic profiles and 
rates of metabolic clearance, in either freshly isolated or cryopreserved hepatocytes. 
ln our study, the rate of albumin secretion by fresh and DMSO-cryopreserved 
hepatocytes shows the typical pattern of albumin synthesis in primary hepatocytes in 
vitro (Guil1ouzo et al., 1999; Kim et al., 2001 b; Son et al., 2004). Rates of albumin 
secretion by DMSO-cryopreserved hepatocytes during 4 days were lower than those 
of fresh hepatocytes and this is likely attributed to damage caused by freezing. The 
albumin secretion rates of NA and CA WPE cryopreserved hepatocytes also showed 
a similar pattern of albumin synthesis to that of fresh hepatocytes in vitro (Guil1ouzo 
et al., 1999; Kim et al., 2001 b; Son et al., 2004; Sosef et al., 2005), again 
demonstrating the advantage of WPEs as cryoprotective agents. 
Urea synthesis requires a high energy demand from the cell and is a sensitive index of 
energy metabolism in hepatocytes (Zaleski et Bryla, 1978). DMSO-cryopreserved 
hepatocytes synthesized urea at lower rates compared to fresh cells, in agreement 
with Silva et coll. (1999) and Sosef et coll. (2005). ln contrast, after 3 and 4 days 
post-seeding, WPE-cryopreserved hepatocytes maintained their ammOnIum 
detoxification function at a similar level to that of fresh hepatocytes. These results 
show the potential of WPEs to maintain intact the primary metabolic activities of 
protein synthesis, liver-specific gene expression, translational, and secretory 
pathways. 
Finally, cryopreserved hepatocytes were challenged to deterrnine if they could retain 
their capacity to respond to CYP inducers. DMSO-cryopreserved hepatocytes retain 
most of the drug-metabolizing activities (Li et al., 1999), as well as their ability to 
induce the drug-metabolizing enzymes (Hengstler et al., 2000a; Silva et al., 1999; 
Sosef et al., 2005). We demonstrated that DMSO-cryopreserved cells responded to 
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CYP1A1 and CYP2B inducers in a similar manner to fresh cells, although with a 
slightly lower induction rate. Benzo-apyrene induction of CYP 1A 1 activity correlated 
with an increase in the rate of CYP1AI protein synthesis, in agreement with other 
studies (Madan et al., 1999; Silva et al., 1999). For NA and CA WPE-cryopreserved 
hepatocytes, we observed the same induction in rate of activity as fresh cells, and a 
lower protein synthesis induction rate only in CA WPE-cryopreserved hepatocytes. 
These results suggest that WPE-cryopreserved hepatocytes retained their metabolic 
activity and their capacity to respond to CYP inducers more efficiently than DMSO­
cryopreserved cells. This confirms that WPEs are better cryopreservative agents than 
DMSO for primary rat hepatocytes. Moreover, we demonstrated that the metabolic 
activities of the cryopreserved hepatocytes are maintained for at least 4 days, which 
fulfills the requirements of the pharmaceutical industry for short-term assays to 
determine the metabolic profile and rates of metabolic clearance. 
The NA and CA WPEs are composed most1y of proteins and traces of other 
compounds such as sugars (glucose, fructose, sucrose, and trehalose), glycine betaine 
(an organic osmolyte), antioxidants, and phenolic compounds. When the extract was 
boiled, there was a significant loss of cryoprotective activity suggesting that the 
active cryoprotective substances are of a protein nature. In addition, supplementation 
of the media with different sugars, glycine betaine, and trehalose, did not significant1y 
improve the cryopreservation of hepatocytes, confirming that the active compounds 
are indeed the wheat proteins. These active proteins are likely to be a mixture of the 
freezing associated proteins present in winter wheat extract. The freezing associated 
proteins have the properties of protecting cell membranes against dehydration caused 
by extracellular ice formation. 1t is also possible that the wheat proteins interact with 
the membrane bilayers and reduce the elevation of membrane transition temperature 
and thus reduce the occurrence of non-lamellar phases (Breton et al., 2000). However, 
the exact function of the winter WPE remains unknown. 
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In conclusion, this study clearly demonstrates that the WPE is an efficient 
cryopreservation agent of hepatocytes and other cell types. There was a minimal loss 
of cells and hepatocytes retained their metabolic activities in a similar manner to fresh 
cells. The WPE is a non-toxic natural product, which is economic and easy to prepare. 
ft is an efficient universal cryoprotectant that could replace DMSO, which has severe 
limitations due to cellular toxicity. However, it will be of interest to identify specifie 
proteines) that confer these beneficial cryoprotective properties and to elucidate their 
functions. 
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was supported by the Natural Sciences and Engineering Research Council of Canada 
(NSERC; F.D., F.S.) and by AstraZeneca R&D Montreal. In memory of Moustafa 
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Table 1. Plating efficiency ofthawed rat hepatocytes following cryopreservation with 
WPEs compared to an optimized DMSO standard*. 
Cryopr serveû
 
CullLtnt pcriod
 
(hours~ FliPsn CA 
773 ±O.5 64.9 ± 1.7 63.7 ± 1.5 62.5 ±OA
 
2~ lI()ü.O±2A SO.3±4J 50.1 ±2.Y 52.5 ± 3.4
 
Data are expressed as mean ± SEM from three different experiments. 
*Plating efficiency was evaluated by LDH activity in freshly isolated and
 
cryopreserved hepatocytes, as described in the Materials and Methods.
 
a Optimized DMSO concentration of 15% for cryopreservation of rat hepatocytes.
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4.7LEGENDS 
Figure 1. Cryopreservation potential of WPEs on isolated rat hepatocytes and other 
cell types. 
A: Viability of suspensions of hepatocytes (5xl06cells/mL) after 7 days of freezing 
was evaluated with calceinIPI by flowcytometry. Hepatocytes were frozen in WME 
10% FBS supplemented with 50% FBS (FBS), 20mg of BSA (BSA), or 20 mg of E. 
coli proteins (E. coli) or 15% DMSO, and 20 mg of BSA (DMSO+BSA) or 15% 
DMSO, and 50% FBS (DMSO) or 20mg of NA or CA WPEs. B: Viability of several 
eukaryotic cell types after 7 days of freezing was evaluated by flow cytometry using 
calceiniPI. Viability of A549 (hmnan lung carcinoma), Caco-2 (human colorectal 
adenocarcinoma), CHO-B 1 (Chinese hamster ovary transfected with TGF-b1 cDNA), 
HeLa (cervical cancer cells taken from Henrietta Lacks), HIEC (human intestinal 
epithelium cells), and Jurkat (human T cellleukemia) cel1lines (5xl06cells/mL) was 
evaluated in their respective growth media supplemented with DMSO or WPEs NA 
Clair (NA). Freshly isolated hepatocytes (Fresh) served as reference. Data (mean ± 
SEM) represent triplicate measurements of three different preparations of WPEs in at 
least six independent experiments with different cell preparations (n = 54). 
Figure 2. Viability of cryopreserved hepatocytes: effect of WPEs. 
Viability was detennined over a 4-day period after seeding thawed rat hepatocytes 
that had been cryopreserved for 7 days in WME supplemented with 15% DMSO and 
50% FBS (DMSO), NA and CA WPEs. Viability (%) was obtained by subtracting 
LDH released by damaged hepatocytes from total cellular LDH. Total LDH was 
evaluated by lysing cells with 10% Triton X-l 00. Freshly isolated hepatocytes served 
as reference. Controls were used to subtract intrinsic plant activity. Data (mean ± 
SEM) represent triplicate measurements of three different preparations of WPEs from 
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four independent experiments with different cell preparations (n=36). *P<0.05, 
**P<O.OI, ***P<O.OOI. 
Figure 3. Analysis of adherence and cellular morphology of cl)'opreserved 
hepatocytes. 
Adherence was visualized 24 h after seeding thawed rat hepatocytes, fol1owing 
cl)'opreservation for 7 days in WME 10% FBS supplemented with 15% DMSO and 
50% FBS (B), WPEs NA (C), or CA (D). Freshly isolated hepatocytes (A) served as 
reference. Solid arrows indicate cell to cell contacts; empty arrows indicate 
aggregates of dead cells. Hepatocytes (175x 103) were visualized by confocal 
microscopy under 40X Hoffman (A-D). Photographs are from one representative 
experiment, which was repeated at least in triplicate. 
Figure 4. Albumin secretion and detoxification of ammonIUm to urea by 
cl)'opreserved hepatocytes: beneficial effect of WPEs. 
A: Albumin secretion (mg/l 06 cells/24 h) in culture medium over a 4-day period after 
seeding thawed rat hepatocytes and (B) production of urea (mg/1 06cells) during 24 h 
intervals after l, 2, and 3 days in culture, for thawed rat hepatocytes following 
cryopreservation for 7 days in WNIE supplemented with 15% DMSO and 50% FBS 
(DMSO), WPEs NA, and CA. Total cel1 number was evaluated by the LDH activity 
assay. Freshly isolated hepatocytes supplemented with WPEs served as reference. 
Controls were used to subtract intrinsic plant activity. Data (mean ± SEM) represent 
triplicate measurements of three different preparations of WPEs from four 
experiments with different cell preparations (n=36). *P<0.05, **P<O.OI, ***P<O.OOI. 
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Figure 5. Activity and expression of cytochrome P450 isoenzymes in cryopreserved 
hepatocytes: effect of WPEs. 
A: Activity of cytochrome P450 isoforms CYPIAI and CYP2B and (B) expression 
of CYP lAl, 48 h after seeding thawed rat hepatocytes fol1owing cryopreservation for 
7 days in WME supplemented with 15% DMSO and 50% FBS (DMSO), WPEs NA 
and CA. Freshly isolated hepatocytes supplemented with WPEs (Fresh) served as 
reference. A: The induction rate of cytochrome P450 isoforms was measured by 
EROD (CYPIAI) and PROD (CYP2B) assays after 24 h induction with benzo-a­
pyrene. B: lmmunodetection of CYP 1AI after 24 h induction with benzo-a-pyrene 
(+) and quantification by densitometry. Rate of induction is the ratio between the 
density of the non-induced (-) versus induced (+) lane. Membrane staining 
(Coomassie blue) was used to confirm protein loading (data not shown). Freshly 
isolated hepatocytes (Fresh) served as reference. Data (mean ± SEM) represent 
triplicate measurements from four independent experiments (n= 12). Immunodetection 
(B) of proteins is shown from one representative experiment, which was repeated at 
least in trip1icate. *P<0.05. 
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5.1 RÉSUMÉ 
La recherche et développement de médicaments exigent que la toxicité des nouveaux 
médicaments soit déterminée avant qu'ils ne puissent être administrés aux patients. 
Les hépatocytes de rats sont utilisés in vitro pour étudier des composés au niveau de 
leur hépatotoxicité, leur induction des enzymes du métabolisme telles que des celles 
isofonnes du cytochrome P450 et leurs interactions médicamenteuses, ainsi que pour 
établir la pertinence du modèle par rapport à l'homme. La cryoconservation permet 
de préserver une grande quantité d'hépatocytes fonctionnels. Les techniques de 
cryoconservation pour les hépatocytes sont principalement basées sur l'utilisation du 
diméthylsulfoxyde. Cependant, les analyses métaboliques des hépatocytes 
cryoconservés sont souvent limitées par la perte de l'intégrité fonctionnelle des 
hépatocytes suite au dégel. Il est donc nécessaire d'améliorer les techniques de 
cryoconservation. Nous avons développé une nouvelle technologie pour la 
cryoconservation de cellules mammifères basée sur un extrait de protéines de blé 
(WPE). Nous avons détenniné que l'utilisation de WPE pour la cryoconservation 
pennet de maintenir plus efficacement l'activité des principales isoformes du 
cytochrome P450. Ceci a été réalisé en comparant les activités basales et inductibles 
des isofonnes CYPIAI, CYPIA2, CYP2C6, CYP2D2 et CYP3A dans les 
hépatocytes de rat cryoconservés avec le WPE, comparativement aux cellules fraîches 
et celles cryoconservées avec le DMSO. Nous démontrons d'une manière concluante 
que les hépatocytes de rat cryoconservés avec du WPE maintiennent leur compétence 
métabolique et leur capacité de répondre aux inducteurs classiques de CYP, de façon 
similaire aux hépatocytes fraîchement isolés. Ces résultats démontrent clairement que 
le WPE est un excellent cryoprotecteur pour des hépatocytes de rat. C'est un produit 
naturel efficace, non-toxique, économique et un agent cryoprotecteur potentiellement 
universel supérieur au DMSO, qui lui possède des limitations dues à la toxicité 
cellulaire. 
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5.2 AB8TRACT 
The drug discovery and development process requires adequate safety testing for drug 
toxicity before new drugs can be administered to patients. Hepatocytes are used in 
vitro to screen compounds for hepatotoxicity, induction of drug-metabolizing 
enzymes such as cytochrome P450 isoforms and drug-drug interactions, and to 
establish human relevance for metabolism. Cryopreservation makes it possible to 
preserve a large quantity of functional hepatocytes. Techniques for cryopreservation 
of hepatocytes are mainly based on dimethylsulfoxide. However, analyses of 
metabolic capacities of cryopreserved hepatocytes are often limited by loss of 
functional integrity of hepatocytes after thawing. It is therefore necessary to improve 
techniques of cryopreservation. We have developed a new cryopreservation 
technology for mammalian cells based on a wheat protein extract (WPE). We 
determined whether the WPE can better preserve activities of major cytochrome P450 
isoforms, both in suspension and monolayer cultures of hepatocytes. This was 
achieved by comparing basal and inducible or metabolic activities of isoforms 
CYPIAI, CYPIA2, CYP2C6, CYP2D2 and CYP3A in rat hepatocytes that were 
cryopreserved with WPE, relative to fresh cells and those cryopreserved with DMSO. 
We conclusively demonstrate that rat hepatocytes cryopreserved with WPE retain 
their metabolic competency and their ability to respond to classical CYP inducers, 
when compared to freshly isolated hepatocytes. These findings c1early show that 
WPE are an excellent cryopreservant for rat hepatocytes. They are an efficient, non­
toxic, economic natural product and universal cryoprotectant that is superior to 
DMSO, which has limitations due to cellular toxicity. 
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5.3 INTRODUCTION 
The phannaceutical industry is constantly developing new potential drug candidates 
for the treatment of a wide range of diseases. Adequate safety testing for drug toxicity 
is required by regulatory agencies (e.g. Food and Drug Administration (FDA)) before 
new drugs can be administered to patients. In addition to the parent drug, safety of 
drug metabolites must also be considered when conducting safety testing programs 
for new drug candidates. The liver is a major target of unacceptable human drug 
toxicity and is often responsible for withdrawal of drugs from clinical use, or their 
elimination late in the drug development process. About 20% of new drug candidates 
are removed from the drug development process as a consequence of unacceptable 
toxicity based on animal studies (Sistare et DeGeorge, 2007). Another major reason 
for failure of new drug candidates is adverse drug reactions (Uetrecht, 2006). In 1994, 
2 million adverse drug reactions and 106,000 fatalities occurred in hospitalized 
patients in the US, representing an incidence of 6.7 and 0.32%, respectively (Lazarou 
et al., 1998). 
Phannaceutical in vivo testing is extremely expenSlve in terms of time and cost. 
Toxicology studies are usually conducted in animais as the basis for predicting 
potential human toxicities. However, there is concern about interspecies differences 
between animal models (e.g. rodents) and their relevance to the human context. 
Furthermore, CUITent methods for assessing preclinical safety using laboratory 
animais often fail to detect target organ toxicity, which occurs in about 50% of cases 
for liver toxicity (Greaves et al., 2004). To improve the safety and efficiency of the 
drug discovery/development process in the future, it is important to develop improved 
technologies with human relevance for drug testing in precJinical trials (Sistare et 
DeGeorge, 2007). Detection of drug toxicity as early as possible would minimize the 
economic impact of withdrawing a drug late in the drug development process. 
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There is considerable interest in developing new and improved, physio10gically based 
in vitro mode1s for early drug toxicity screening, which adequately reflect the human 
in vivo situation. ln vitro systems such as organ slices and primary cell mode1s can be 
used to detect a variety of target organ toxicities. For liver toxicity, hepatocytes 
isolated from rodents, nonrodents and humans can be usefu1 to screen compounds in 
vitro for induction of drug-metabolizing enzymes and drug-drug interactions and to 
estab1ish human re1evance for metabo1ism (O'Brien et Siraki, 2005; Sivaraman et al., 
2005). In fact, the human hepatocyte is the in vitro model which can produce a drug 
metabolic profile which is most similar to the human liver (Gomez-Lechon et al., 
2003). However, the use of human hepatocytes is somewhat limited due to lack of 
availability and the high cost of commercially available sources. Cryopreservation 
offers a viable alternative to circumvent these problems. 
Severai methods for cryopreservation of hepatocytes have been developed and are 
mainly based on dimethylsulfoxide (DMSO) (Diener et al., 1993). However, 
analyses of metabolic capacities of cryopreserved hepatocytes are often limited by 
loss of functional integrity of hepatocytes after thawing. Protoco1s for 
cryopreservation of hepatocytes were optimized by the addition of sugars, 
osmoregulators, antioxidants or caspase inhibitors (e.g. UW solution, CryoStor Cell 
Freezing Media) to increase post-thaw viability and to maintain functional activity for 
the majority of metabolic enzymes (Li et al., 1999). However, decreased attachment 
efficiencies of cryopreserved hepatocytes still remain an important problem and their 
responsiveness in culture to inducers of CYP isoenzymes requires improvement (Li et 
al., 1999). Drug metabolism studies involving CYP enzyme induction require 
prolonged culturing of hepatocytes as attached monolayers (Li, 2007). However, 
inherent problems with the rapid loss of CYP activity in fresh and cryopreserved 
hepatocytes still remain, when they are maintained as monolayer cultures. We 
recently reported the use of a plant protein extract (WPE) as a novel and non-toxic 
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cryoprotector which improved hepatospecific functions, compared to the DMSO 
standard (Hamel et al., 2006). 
In this report, we extend our cryopreservation studies by characterizing the activities 
of 4 major CYP isoforms in thawed rat hepatocytes following cryopreservation with 
WPE. The activities of CYP450 isoforms allow a critical evaluation of the quality and 
metabolic capacity of cryopreserved cells upon thawing. We have determined 
whether the WPE can better preserve activities of CYP isoforms, both in suspension 
and monolayer cultures of hepatocytes. This was achieved by comparing basal and 
inducible or metabolic activities of isoforms CYPI Al, CYPI A2, CYP2C6, CYP2D2 
and CYP3A in rat hepatocytes that were cryopreserved with WPE, relative to fresh 
cells and those cryopreserved with DMSO. 
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5.4 METHOnS 
Chemicals 
Collagenase, insulin, Williams' medium E (WME), DMSO, dexamethasone, 
phenobarbital, dextromethorphan, propidium iodide (PI) and other chemicals were 
from Sigma Chemical Company (St. Louis, MO). Leibovitz medium (L-15), 
gentamicin, MEM vitamins and Matrigel were from Gibco/Life Technologies 
(Burlington, ON). Fetal bovine serum (FBS) was from Medicorp (Montreal, QC). 3­
Cyano-7-ethoxycoumarin (CEC), 7-methoxy-4-(trif1uoro-methyl)coumarin (MFC) 
and 3-[2-(N,N-diethyl-N-methylammonium) ethyl]-7-methoxy-4-methylcoumarin 
(AMMC) were purchased from BD Gentest (Mississauga, ON) and [3-[(3,4­
dif1uorobenzyl)oxy]-5,5-dimethyl-4-[4-(methylsulfonyl)phenyl]furan-2(5H)-one] 
(DFB) was offered generously by Merck Frosst (Montreal, QC) (Nicoll-Griffith et al., 
2004). 
Plant Materials and Growth Conditions 
Winter wheat genotype (Triticum aestivum L. cv Clair, LT50 (lethal temperature that 
kills 50% of seedlings) -19°C) was used in this study. Wheat plants were grown and 
treated as previously described (Danyluk et al., 1998). Brief1y, plants were grown for 
10 days under a 16 hour/day photoperiod with a light intensity of 250llmollm2s at 
20°e. 
Total Protein Extraction 
The aerial parts of seedlings were collected and blended until a homogeneous 
solution was obtained with cold ultrapure water. The homogenate was filtered 
through three layers of miracloth and centrifuged at 30,000g for 45 min at 4°C. The 
pH of the supematant was adjusted to 7.4 and sterilized using a 0.22 mm filter. The 
extract was concentrated by freeze drying and stored at -20°e. The dried powder 
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extract was resuspended in ice-cold WME medium before being added to the 
hepatocyte suspension (Hamel et al., 2006). 
Hepatocyte Isolation 
Hepatocytes were isolated from male Sprague-Dawley rats (14o-180g) (Charles 
River Canada, Saint-Constant, QC), by the two-step collagenase digestion technique 
(Guillemette et al., 1993; Seglen, 1976). Animais were maintained and handled in 
accordance with the Canadian Council on Animal Care guidelines (Olfert et al., 1993) 
for care and use of experimental animais. Cell viability was evaluated by flow 
cytometry (FACScan, Becton Dickinson, Oakville, ON) with 2 flM PI (Reader et al., 
1993). 
Cryopreservation of Hepatocytes 
Immediately after isolation, the hepatocyte suspension (S x 106 celis/mL) was added 
to ice-cold WME medium supplemented with 10% FBS and 60 mg of WPE in cold 
cryovials. Positive (IS% DMSO and SO% FBS) and negative (WME) controls were 
also prepared. Cells in cryovials were frozen at a cooling rate of 1°C/min in a 
controlled freezing container (Nalgene, Rochester, NY) to -80°C for 1 day, and then 
transferred to liquid nitrogen for 7 days (Hamel et al., 2006). 
Thawing of Cryopreserved Hepatocytes 
Frozen cells were thawed quickly by gentle agitation in a 37°C water-bath and 
viability was determined with 2 flM PI (70-80%). Immediately after thawing, the 
hepatocyte suspension was diluted 10-fold with cold WME medium. After 
centrifugation (4°C, SOxg, 2 min), hepatocytes were suspended in 10 mL of WME 
medium and washed twice. After washing, dead cells were removed by 30% isotonie 
Percoll centrifugation. Recovery of cells after this step was 8S%. The viability of rat 
hepatocytes following cryopreservation with WPE was significantly higher (P < O.OS) 
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at 72.15 ± 1.35%, compared to 66.93 ± 2.25% for DMSO. For fresh cells, viability 
was 92.67 ± 2.89%. Post-thaw viability was very low in negative (WME) controls 
(1.6%). 
For tests in suspension, hepatocytes were adjusted to 1x 103 cells/llL. For monolayer 
cultures, hepatocytes (2.5x 105 cells/mL) were plated in 4-well Corning plastic tissue 
culture plates, noncoated or coated with Matrigel, in WME medium supplemented 
with insulin (0.2 mg/mL) and gentamicin (50 mg/mL) in a humidified atmosphere of 
5% C02 and 95% air at 37°C. After 3 h, medium was changed and cells were 
incubated ovemight in L-15 medium supplemented with insulin and gentamicin. 
Cellular Morphology 
Morphology of hepatocytes, in regular plastic tissue culture plates or in those coated 
with Matrigel, was evaluated by microscopy (Carl Zeiss Ltd., Montreal, QC). 
Photographs were taken by digital camera (Camera CCD, Sony DXC-950P; Empix 
Imaging, Inc., Mississauga, ON) and images were analyzed using Northern Eclipse 
software. 
Viability 
Lactate dehydrogenase (LDH) activity was determined in the medium of seeded, 
adherent hepatocytes (Moldeus et al., 1978). The hepatocyte culture medium was 
removed and activity of LDH released into the medium from adherent cells was 
quantified. The total amount of LDH activity was obtained by Iysis of live cells with 
10% Triton X-100 (Moffatt et al., 1996). Attachment efficiency was evaluated by 
LDH activity in freshly isolated and attached cryopreserved hepatocytes after 24 h in 
culture. 
110
 
Enzymatic Activity of CYP Isoforms 
The basal enzymatic activities were measured in hepatocyte suspensions immediately 
post-thaw. For induction of CYP activities, hepatocytes were cultured for 24 h and 
then treated for 48 h with benzo-[a]-pyrene (10 /lM, CYP lAI), phenobarbital (SO 
/lM, CYP 2C6), or dexamethasone (SO J.1M, CYP 3A 112). Oextromethorphan (SO !lM) 
was used as a metabolic substrate for CYP 202. Cells were washed twice with PBS 
to remove these compounds. CYP activities were measured using fluorescent 
substrates for CYP4S0 isoforms 1A 112 (CEC, ex: 41 Onm, em: 4S0nm), 202 (AMMC, 
ex: 410nm, em: 4S0nm), 2C6 (MFC, ex: 410nm, em: SOOnm) and 3A 112 (OFB, ex: 
340nm, em: 4S0nm). Cells were incubated with 2S !lM of different substrates for 
different times between 0 and 30 min. After the incubation, ISO !lL of cell suspension 
was added to lS0/lL of acetonitrile, or 60% acetonitrile with 40% Tris base (pH 10, 
OFB). Fluorescence was detected using a spectrofluorimeter (SPECTRAFluor Plus, 
Tecan, CA). 
Statistical Analysis 
Results were expressed as mean ± SEM of at Jeast three replicate dishes for each 
condition with a minimum of three experimental repeats using different cell 
preparations from separate animais. Comparison between groups and analysis for 
differences between means of control and treated groups were performed using 
ANOYA followed by the post hoc test Newman-Keuls (P<O.OS). The thresho1d for 
statistical significance was: P<O.OS (*), P<O.Ol (**), and P<O.OOl (***). 
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5.5RESULTS 
CeHular Morphology of Rat Hepatocytes Cryopreserved with WPE 
It is widely recognized that cellular adherence is disturbed in cryopreserved cells 
upon thawing (Terry et al., 2006a). Consequently, we evaluated whether 
cryopreservation with WPE could improve the cellular morphology of hepatocytes 
following thawing. Freshly isolated hepatocytes exJùbited pronounced differences in 
rnorphology, depending on whether they were cultured on regular plastic dishes or on 
Matrigel-coated dishes (Fig. 1). Fresh cells exhibited a spread-out phenotype on the 
plastic surface, when compared to cryopreserved cells. However, when cultured on 
Matrigel, fresh cells rolled together and formed three dimensional spheroids. When 
hepatocytes were cryopreserved with WPE or DMSa, they were still much rounder 
than fresh cells. The cryopreserved cells did not form spheroids on Matrigel, in 
contrast to freshly isolated cells. However, cells that were cryopreserved with WPE 
did appear to form small colonies of cells, more so than cells that were cryopreserved 
with DMSa. Cryopreservation with WPE improved the morphology of hepatocytes 
to sorne extent compared to those cryopreserved with DMSa. However, the rounded 
rnorphology was still quite different from that of fresh cells. Attachment efficiencies 
for cells that were cryopreserved with WPE and DMsa were similar with values of 
50.9 ± 2.9% and 50.3 ± 4.1 %, respectively, relative to fresh hepatocytes, as reference 
control (100%). 
Basal Activities of Cytochrome P450 Isoforms in Cryopreserved Hepatocytes 
The activities of CYP450 isoforms are one of the most unstable functions in isolated 
hepatocytes (Grant et al., 1985; Paine, 1990) and are highly sensitive to changes in 
cellular environment. For example, activities of P450 isoforms such as CYPI A2 and 
CYP3A4 decrease by approxirnately 50% per day in culture (Li, 2007). We therefore 
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determined whether the activities of 4 major CYP isoforms would remain at levels 
comparable to fresh cells, in suspension and monolayer cultures of rat hepatocytes 
that were cryopreserved with \VPE. 
The basal activities of CYP3A1I2 and CYP2D2 were similar in both \VPE­
cryopreserved and freshly isolated hepatocytes (Fig. 2A, B). However, for 
hepatocytes that were cryopreserved with DMSO, the enzymatic activities of 
isoforms CYP3A 1/2 and CYP2D2 were decreased by at least 50% (Fig. 2A, B), when 
compared to fresh hepatocytes. For CYP 1A 112 and CYP2C6, basal activities in 
hepatocytes that had been cryopreserved with \VPE or DMSO were similar and 
slightly higher than those in fresh cells (Fig. 2C, 0). These data show that 
cryopreservation of hepatocytes with WPE is advantageous when compared to 
DMSO. 
Induction of Cytochrome P450 Isoforms 
Fresh and thawed cryopreserved hepatocytes were maintained in culture during 3 
days, either in plastic or Matrigel-coated dishes. Subsequently, the induction or 
metabolic activity of the 4 CYP isoforms was determined in hepatocytes that had 
been cryopreserved with \VPE, compared to fresh cells and those cryopreserved with 
DMSO. 
A. Regular Plastic Dishes 
For isoforms CYP3A1I2, basal activity after 3 days in culture was lower for 
cryopreserved ceIls, when compared to fresh hepatocytes (Fig. 3A). After induction 
with dexamethasone, CYP3A 1/2 activity was also lower for cryopreserved cells, 
compared to fresh cells (Fig. 3A). However, induced CYP3A1I2 activity was higher 
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10 hepatocytes that were cryopreserved with WPE, compared to DMSO. The 
induction of enzymatic activity (induced/non-induced: (IINI» for fresh cells (2.08, 30 
min) and those cryopreserved with WPE (2.02) was similar (Fig. 3B), whereas it was 
lower for cells cryopreserved with DMSO (1.69). 
The basal activity of isoform CYP2D2 after 3 days in culture was higher for 
hepatocytes that were cryopreserved with DMSO, than for fresh cel1s and those 
cryopreserved with WPE (Fig. 4A). CVP2D2 activity was increased by 
dextromethorphan in fresh and WPE-cryopreserved cells (Fig. 4A), whereas it 
decreased in cells that were cryopreserved with DMSO. The increase in enzymatic 
activity for fresh and WPE-cryopreserved cells was similar (4.57, 15 min) (Fig. 4B), 
whereas that for cells cryopreserved with DMSO was much 10wer (0.41, 15 min). 
For the isoforms CVP 1A 1/2, the basal activities after 3 days in culture were similar 
for cryopreserved cells, but lower than in fresh hepatocytes (Fig. SA). After induction 
with benzo[a]pyrene, the levels of CVPIA1I2 activity were higher for hepatocytes 
that were cryopreserved with WPE, compared to DMSO, but lower than in fresh cells. 
The induced enzymatic activities for cells that were cryopreserved with DMSO 
(24.31, 15 min) and WPE (22.29) were higher than for fresh hepatocytes (17.68) (Fig. 
SB). 
For hepatocytes that were cryopreserved with WPE, basal activity for the isoform 
CVP2C6 after 3 days in culture was similar to fresh hepatocytes after 15 min, but 
slightly lower after 30 min (Fig. 6A). However, activity was lower for cells 
cryopreserved with DMSO, when compared to WPE. After induction with 
phenobarbital, CVP2C6 activity showed the same trend as for basal activity (Fig. 6B). 
The induced enzymatic activities for fresh (4.56, 15 min) and WPE-cryopreserved 
hepatocytes (4.41, 15 min) were similar, whereas that for DMSO-cryopreserved cells 
was lower (3.39) (Fig. 6B). 
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In general, the rates of induction of activities for the CYP isofonns were similar when 
fresh hepatocytes and those cryopreserved with WPE were cultured for 3 days in 
regular plastic dishes. Apart from CYP1A1I2, they were consistently lower in cells 
that had been cryopreserved with DMSO. 
B. Matrigel-coated Dishes 
There was a general increase in activities of the 4 cytochrome P450 isoforms for fresh 
and cryopreserved cells when cultured on Matrigel-coated dishes (Figs. 3-6, panels 
C,D), compared to regular plastic dishes (Figs. 3-6, panels A,B). 
For the CYP3A1I2 isoforms, the basal activities and rates of induction of activity, 
after 3 days of culture on Matrigel-coated dishes (Fig. 3C, 0), were qualitatively 
similar to thase observed for hepatocytes that were cultured in regular plastic dishes 
(Fig. 3A, B). The only difference was that activities and induced activities were 
approx. 2-fold higher for hepatocytes that had been cultured on Matrigel. The induced 
enzymatic activities for cells that were cryopreserved with WPE (4.21, 5 min) were 
again similar to fresh hepatocytes (4.54) and higher than for those cryopreserved with 
DMSO (3.3) (Fig. 3D). 
The basal activities of the isoform CYP2D2 after 3 days of culture on Matrigel matrix 
were similar for cryopreserved and fresh hepatocytes (Fig. 4C). When cells were 
treated with dextromethorphan, metabolic activities for CYP2D2 were also similar 
after 15 min, but after 30 min, activity in fresh cells was higher than for the other cell 
types (Fig. 4C). The increases in enzymatic activities were similar for fresh and 
WPE-cryopreserved cells (4.85 and 5.10, 15 min), but higher than for those 
cryopreserved with DMSO (4.19) (Fig. 40). However, in contrast to culture on 
plastic dishes, the activity of CYP2D2 was restored when DMSO-cryopreserved 
hepatocytes were cultured on Matrigel surfaces (Fig. 4B, 0). 
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The basal activities of isoforms CYP1A1I2 were simi1ar for cryopreserved and fresh 
hepatocytes, after 3 days of culture on the Matrigel matrix (Fig. SC). After induction 
with benzo[a]pyrene, CYP1A1I2 activity was lower in ceUs that were cryopreserved 
with WPE, when compared to fresh hepatocytes, but stiU higher than for those 
cryopreserved with OMSO (Fig. SC). The induced enzymatic activity for ceUs 
cryopreserved with WPE (42.43, 15 min) was similar to that of fresh hepatocytes 
(39.21), but again higher than for those cryopreserved with DMSO (3 t.76) (Fig. 50). 
For isoform CYP2C6, the basal and phenobarbital-induced activities, after 3 days of 
culture on Matrigel-coated dishes (Fig. 6C), were qualitatively similar to those 
observed for hepatocytes that were cultured in uncoated dishes (Fig. 6A). The 
induced enzymatic activities for fresh (5.29) and cryopreserved hepatocytes (WPE, 
4.93; OMSO, 5.28) were similar (Fig. 60). 
These results show that the culture of fresh and cryopreserved hepatocytes on 
Matrigel-coated dishes improves the basal and induced or metabolic activities of the 4 
CYP isoforms. There was a notable improvement in activity of CYP202 for OMSO­
cryopreserved cens that were cultured on Matrigel matrix, compared to uncoated 
surfaces. Again, when hepatocytes were cultured for 3 days in Matrigel-coated dishes, 
the induced or metabolic activities of the 4 CYP isoforms in fresh and WPE­
cryopreserved hepatocytes were similar, whereas they were generally lower in cells 
cryopreserved with DMSO. Together, these findings demonstrate that 
cryopreservation of hepatocytes with WPE is clearly advantageous and comparable to 
fresh hepatocytes, in terms of preserving activities of the 4 major CYP isoforms, 
when compared to the OMSO standard. 
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5.6 DISCUSSION 
We previously reported that WPE is an efficient cryoprotective agent for primary 
cultures of rat hepatocytes (Hamel et al., 2006). Cryopreservation of hepatocytes with 
WPE retained adequate viability, attachment efficiencies, hepatospecific functions 
such as albumin secretion and biotransformation of ammonium to urea, and capacity 
to respond to inducers of CYP1Al and CYP2B (Hamel et al., 2006). The significant 
new findings in this study are that, upon thawing, the activities of 4 major drug­
metabolizing enzymes of the cytochrome P450 family are similar in rat hepatocytes 
that were cryopreserved with WPE and freshly isolated cells. When cells 
cryopreserved with WPE were cultured as attached monolayers for 3 days upon 
thawing, metabolic activities of the CYP isoforms 3A1/2, 2D2 and 2C6 in response to 
classical CYP inducers were equivalent to those in fresh hepatocytes, but slightly 
higher for CYP1A1I2. Basal enzymatic activities of the 4 CYP isoforms were similar 
in suspensions of fresh and WPE-cryopreserved hepatocytes. 
The drug discovery process utilizes hepatocytes in suspension and in mono layer 
cultures. Due to their limited lifespan (approx. 5h), suspension cultures of 
hepatocytes can be used for applications in the early drug discovery process such as 
hepatic metabolic stability, P450 inhibition and drug transporter activities (Li, 2007). 
However, P450 induction studies remain the 'gold standard' for detecting drug-drug 
interactions, which are required by the FDA. The evaluation of P450 induction 
requires the use of monolayer cultures of hepatocytes (<<plateable» hepatocytes) that 
can be maintained in culture for 2 to 3 days. Cryopreservation with WPE couId be a 
vaJuable tool in drug discovery since hepatocytes retained activity of the 4 CYP 
isoforms both in suspension and in monolayer culture. 
Our findings show that the activities of the 4 CYP isoforms were markedly increased 
when cryopreserved and fresh hepatocytes were cultured on dishes pretreated with an 
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attachment substrate such as Matrigel. The Matrigel matrix is a basement membrane 
preparation which contains extracellular matrix proteins such as laminin, collagen IV 
and entactin. It provides a physiologically relevant environment which better reflects 
the in vivo context. For culture on Matrigel, activities of the 4 CYP isoforms were 
similar in fresh cells and those cryopreserved with WPE, whereas they were lower in 
cells cryopreserved with DMSO, with the exception of CYP2C6. 
There were marked differences in morphology when hepatocytes were cultured on 
Matrigel matrix versus plastic surfaces. Differences were more pronounced for fresh 
than cryopreserved hepatocytes. However, hepatocytes that were cryopreserved with 
WPE or DMSO maintained a rounded morphology on both plastic and Matrigel 
surfaces. An important point is that the rounded morphology did not affect responses 
of cells that had been cryopreserved with WPE to classical CYP inducers. 
The attachrnent efficiencies of hepatocytes that had been cryopreserved with WPE or 
DMSO were 50% compared to fresWy isolated hepatocytes, when cultured as 
monolayers on both plastic and Matrigel-coated surfaces. One of the major 
limitations of hepatocyte cryopreservation is that low attachment efficiencies are 
obtained upon thawing (Li, 2007; Li et al., 1999). Attachment efficiencies for 
DMSO-cryopreserved hepatocytes from various animal species are generally in the 
range of 50%, compared to fresh cells (Chesne et Guillouzo, 1988; Chesne et al., 
1993). Attachment efficiencies are even lower (5-40%) for «plateable» cryopreserved 
human hepatocytes (Terry et al., 2006c; Zvibel et al., 2002). This is a major problem 
since cel1 adhesion and cell-cell contacts have an impact on metabolic activities and 
functional integrity of hepatocytes. Despite the low attachment efficiencies, 
cryopreserved rat hepatocytes can still be cultured as reliably as freshly isolated 
hepatocytes. Several studies have shown that rat, mouse and human hepatocytes can 
retain adequate viability and metabolic competency following cryopreservation with 
DMSO (de Sousa et al., 1996; Guil1ouzo et al., 1999). 
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Our findings show that the induced or metabolic activities of CYP450 isoforms in 
cells that were cryopreserved with WPE were consistently similar to those observed 
in fresWy isolated hepatocytes. However, induction of CYP activity in cells 
cryopreserved with DMSO was equivalent or slightly lower, compared to WPE or 
fresh cells. Our findings suggest that WPE is a more suitable cryopreservant for 
primary hepatocyte cultures than DMSO. 
Activities of the phase II enzymes, UDP-glucuronosyl S-transferases (UGT) and 
sulphotransferases, were well preserved in rat hepatocytes that were cryopreserved 
with DMSO (Hewitt et Utesch, 2004). On the other hand, glutathione S-transferase 
and glutathione reductase activities of cryopreserved human hepatocytes were 
reduced to less than 40% of the enzyme activity of fresh hepatocytes (Coundouris et 
al., 1993). Drug transporter activities were also weil preserved in cryopreserved rat 
hepatocytes (Houle et al., 2003). Cytochrome P450 enzymes such as CYP3A, CYP2C 
and CYP2D were generally well preserved in hepatocytes following cryopreserved 
with DMSO (de Sousa et al., 1996; Hengstler et al., 2000a; Hengstler et al., 2000b; 
Hewitt et Utesch, 2004; Houle et al., 2003; Shaddock et al., 1993). However, CYP2C 
activity (tolbutamide hydroxylase activity) in suspensions of cells that were 
cryopreserved with DMSO was lower, compared to fresh cells (Hewitt et Utesch, 
2004). It was reported that low temperatures can induce conformational changes in 
the structure of CYP450 (Nardid et al., 1997). 
Cryopreserved hepatocytes are often less responsive to enzyme-inducing agents than 
fresh hepatocytes (Terry et al., 2006a). Rifampicin induced testosterone metabolism 
by 4.5-fold in fresh hepatocytes, but only 2-fold in cryopreserved cells (Reinach et 
al., 1999). Previous studies reported that hepatocytes were responsive to CYP lA and 
CYP3A inducers following cryopreservation with DMSO (Reinach et al., 1999; Silva 
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et al., 1999). However, the specifie activity, after induction, was lower than in freshly 
isolated cells. 
Classical agents such as DMSO are used to protect cells from dehydration caused by 
the formation of intracellular ice during cryopreservation and minimise potential 
damage due to osmotic imbalance. However, DMSO causes membrane damage and is 
toxic to hepatocytes, particularly at temperatures such as 25°C and 37°C, and must be 
removed rapidly from contact with cells during post-thaw processing (Terry et al., 
2006b). DMSO causes structural and metabolic impairment of hepatocytes and 
compromises their ability to respond to enzyme-inducing agents and hormones 
(Diener et al., 1993). Therefore, hepatocytes cryopreserved with DMSO do oot 
display the metabolic state of fresh cells, and their use can lead to erroneous 
interpretation of results. lt is therefore important to develop non-toxic alternatives to 
replace DMSO as a cryopreservation agent, particularly for sensitive cell types such 
as hepatocytes. 
We previously demonstrated that cryoprotective activity appears to be specifie to 
proteins in wheat extracts, since other proteins such as bovine serum albumin (BSA), 
E. coli proteins, or fetal bovine serum (FBS) did not show any cryoprotective activity 
in hepatocytes (Hamel et al., 2006). However, the cryoprotective activity of proteins 
in extracts from other types of plants cannot be ruled out. 
The higher cryopreservation capacity of WPE compared to DMSO is probably 
explained by protective effects of WPE against cryopreservation-induced degradation 
of membrane proteins by unknown processes. Overwintering plants such as the hardy 
winter wheat genotype (Triticum aestivum L. cv Clair) accumulate protective 
compounds that ensure survival of the plant during freezing. These protective 
compounds include sugars (glucose, fructose, sucrose, trehalose), antioxidants, amino 
acids and proteins such as antifreeze proteins and dehydrins. These proteins have the 
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potential to protect cells against dehydration caused by freezing. The wheat proteins 
may agglutinate at the plasma membrane, thus decreasing the aqueous flow whose 
regulation is very important in order to minimize degradation and avoid the loss of 
viability. These proteins may also protect cells against damage by stabilizing proteins 
and membranes during freezing. 
This study conclusively demonstrates that rat hepatocytes cryopreserved with WPE 
retain their metabolic competency and their ability to respond to classical CYP 
inducers upon thawing, when compared to freshly isolated hepatocytes. Viability and 
CYP metabolic studies were also canied out using hepatocytes from different rats 
that were cryopreserved with different lots of WPEs for longer periods of time, 
ranging from to several months up to a maximum of 4 years. Similar data were 
obtained whether hepatocytes were cryopreserved for 7 days, several months or 4 
years (data not shown). These findings clearly show that WPE is an excellent 
cryopreservant for long-term storage of primary hepatocytes. They are an efficient, 
non-toxic, economic natural product and universal cryoprotectant that is superior to 
DMSO, which has limitations due to cellular toxicity. Thistechnology is highly 
relevant to the drug discovery process and is currently being validated in human 
hepatocytes. During recent years, hepatocytes isolated from unused donor livers are 
being used for clinical transplantation in patients with acute liver failure and liver­
based metabolic defects. Development and optimization of cryopreservation protocols 
for human hepatocytes will provide a solution to increase the availability of 
hepatocytes with good thawed function for their use in transplantation (Terry et al., 
2006a). 
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5.7 LEGENDS TO FIGURES 
Figure 1: Cellular morphology of rat hepatocytes cryopreserved with WPE 
Cellular morphology was visualized 24 h after seeding thawed rat hepatocytes on 
either regular plastic dishes or Matrigel-coated dishes, following cryopreservation for 
7 days in WME 10% FBS supplemented with lS% DMSO and SO% FBS (DMSO) or 
with 60 mg of WPE (WPE). Freshly isolated hepatocytes (FRESH) served as 
reference. Hepatocytes (2S0xI03) were visualized by microscopy (Magnification 
100X). Photographs are from one representative experiment, which was repeated at 
least three times. 
Figure 2: Basal activity of 4 cytochrome P4S0 isoforms in rat hepatocytes 
cryopreserved with WPE: comparison with DMSO-cryopreserved and fresh cells 
Enzymatic activity of 4 cytochrome P4S0 isoforms was evaluated using fluorescent 
probes in cel! suspensions irnrnediately post-thaw. A) CYP3A112: DFB B) CYP2D2: 
AMMC, C) CYP 1A1/2: CEC and 0) CYP2C6: MFC. Freshly isolated hepatocytes 
(Fresh) served as reference. Data (mean ± SEM) represent duplicate measurements 
from four experiments with different cell preparations (n=8). * p<O.üS, ** p<O.Ol, 
*** p<ü.OOl. 
Figure 3: Effect of cryopreservation of rat hepatocytes with WPE on metabolic 
activity of cytochrome P4S0 isoforrn CYP3A 1/2 
Rat hepatocytes were cryopreserved for 7 days in WME supplemented with lS % 
DMSO and SO % FBS (DMSO) or 60 mg of WPE. Hepatocytes were thawed and 
seeded in culture for 24 h. Dexamethasone was then used to induce CYP activity 
during 48h. Enzymatic activity of CYP3A1I2 was evaluated using DFB for 
hepatocytes in culture on regular plastic dishes and expressed as A) relative 
fluorescence and B) inducedlnon-induced activity. C) Relative fluorescence and D) 
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inducedlnon-induced (I/NI) activity are shown for cells in culture on Matrigel-coated 
dishes. Freshly isolated hepatocytes (Fresh) were cultured for 72h and served as 
reference. Data (mean ± SEM) represent duplicate measurements from four 
experiments with different cell preparations (n=8). *p<0.05, ** p<O.Ol, *** p<O.OOl. 
NI= non-induced and I=induced. 
Figure 4: Metabolic activity of cytochrome P450 isoform CYP2D2 In 
hepatocytes cryopreserved with WPE 
Rat hepatocytes were cryopreserved for 7 days in WME supplemented with 15 % 
DMSO and 50 % FBS (DMSO) or 60 mg of WPE. Hepatocytes were thawed and 
seeded in culture for 24 h. Dextromethorphan (Dextro) was then used to increase 
metabolic activity during 48h. Enzymatic activity of CYP2D2 was evaluated using 
AMMC for hepatocytes in culture on regular plastic dishes and expressed as A) 
relative fluorescence and B) enzymatic activity (dextro/no dextro). C) Relative 
fluorescence and D) enzymatic activity (dextro/no dextro) are shown for cells in 
culture on Matrigel-coated dishes. Freshly isolated hepatocytes (Fresh) were cultured 
for 72h and served as reference. Data (mean ± SEM) represent duplicate 
measurements from four experiments with different cell preparations (n=8). *p<0.05, 
** p<O.OI, *** p<O.OOl. NI= non-induced and I=induced. 
Figure 5: Metabolic activity of cytochrome P450 isoform CYPlAl12 In 
cryopreserved rat hepatocytes: effects ofWPE 
Rat hepatocytes were cryopreserved for 7 days in WME supplemented with 15% 
DMSO and 50 % FBS (DMSO) or 60 mg of WPE. Hepatocytes were thawed and 
seeded in culture for 24 h. Benzo-[a]-pyrene was then used to induce CYP activity 
during 48h. Enzymatic activity of CYPIAl/2 was evaluated using CEC for 
hepatocytes in culture on regular plastic dishes and expressed as A) relative 
fluorescence and B) induced/non-induced activity. C) Relative fluorescence and D) 
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induced/non-induced activity are shown for cells in culture on Matrigel-coated dishes. 
Freshly isolated hepatocytes (Fresh) hepatocytes were cultured for 72h and served as 
reference. Data (mean ± SEM) represent duplicate measurements from four 
experiments with different cell preparations (n=8). *p<0.05, ** p<O.OI, *** p<O.OOl. 
NI= non-induced and I=induced. 
Figure 6: Effects of cryopreservation with WPE on metabolic activity of 
cytochrome P450 isoform CYF2C6 
Rat hepatocytes were cryopreserved for 7 days in WME supplemented with 15 % 
DMSO and 50 % FBS (DMSO) or 60 mg of WPE. Hepatocytes were thawed and 
seeded in culture for 24 h. Phenobarbital was then used to induce CVP activity during 
48h. Enzymatic activity of CVP2C6 was evaluated using MFC for hepatocytes in 
culture on regular plastic dishes and expressed as A) relative fluorescence and B) 
induced/non-induced activity. C) Relative fluorescence and D) induced/non-induced 
activity are shown for cells in culture on Matrigel-coated dishes. Freshly isolated 
hepatocytes (Fresh) were cultured for 72h and served as reference. Data (mean ± 
SEM) represent duplicate measurements from four experiments with different cell 
preparations (n=8). * p<0.05, ** p<O.O l, *** p<O.OO 1. NI= non-induced and 
I=induced. 
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6.1 RÉSUMÉ 
Les hépatocytes cryoconservés maintenant de bonnes fonctions hépatospécifiques 
lors du dégel sont importants pour la transplantation clinique et pour les essais in 
vitro de toxicité des médicaments. Cependant, la cryoconservation réduit la viabilité 
et certaines fonctions hépatospécifiques, dont le changement le plus prononcé est la 
diminution de l'efficacité d'attachement des hépatocytes. L'adhésion des cellules à la 
matrice extracellulaire et les contacts cellule-cellule sont cruciaux pour plusieurs 
aspects de la fonction cellulaire. Ces processus sont en partie régulés par les 
molécules d'adhésion cellulaires. Les mécanismes responsables de la réduction de 
l'efficacité d'attachement des hépatocytes cryoconservés ne sont pas bien élucidés. 
Pour répondre à cette question, nous avons étudié l'effet d'un nouveau procédé de 
cryoconservation, en utilisant les protéines de blé (WPs) ou des protéines 
recombinantes associées à la tolérance au gel chez le blé, sur la stabilité de trois 
molécules d'adhésion importantes (intégrine PI, E-cadhérine et p-caténine). Les 
analyses d'immunofluorescence et d'immunobuvardage indiquent que les niveaux des 
intégrine pl, E-cadhérine et p-caténine sont beaucoup plus faibles chez les 
hépatocytes de rat cryoconservés, comparativement aux cellules fraîches. 
L'expression des molécules d'adhésion est généralement inférieure chez les 
hépatocytes cryoconservés avec le DMSO, comparativement au WPs. D'ailleurs, la 
stabilité de chaque molécule d'adhésion n'est pas affectée par la cryoconservation au 
même degré, des diminutions plus prononcées se produisent pour l'intégrine pl (62­
74-%) et la p-caténine (51-58%) que pour la E-cadhérine (21-37%). Cependant, 
quand les hépatocytes sont cryoconservés avec les WPs partiellement purifiées 
(SuIWPE, AcWPE) ou des protéines recombinantes, il y avait un effet protecteur clair 
contre la perte d'expression des protéines intégrine pl, p-caténine et E-cadhérine. 
L'expression est seulement inférieure de 10 à 20% comparativement aux hépatocytes 
frais. Ces résultats démontrent clairement que le WP, et en particulier, les WPs 
partiellement purifiées et les protéines recombinantes, sont plus efficaces pour la 
cryoconservation des hépatocytes de rat en maintenant une bonne expression des 
molécules d'adhésion. Ces résultats prometteurs pourraient mener à une nouvelle 
technologie améliorée de cryoconservation pour des applications telles que la 
transplantation clinique des hépatocytes. 
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6.2 ABSTRACT 
Cryopreserved hepatocytes with good hepatospecific functions upon thawing are 
important for clinical transplantation and for in vitro drug toxicity testing. However, 
cryopreservation reduces viability and certain hepatospecific functions, but the most 
pronounced change is diminished attachment efficiency of hepatocytes. Adhesion of 
cells to the extracellular matrix and cell-cell contacts are crucial for many aspects of 
cellular function. These processes are partly mediated and controlled by cellular 
adhesion molecules. The mechanisms responsible for reduced attachment efficiency 
of cryopreserved hepatocytes are not weil understood. To address this question, we 
investigated the effect of a new cryopreservation procedure, using wheat proteins 
(WPs) or mixtures of recombinant forms of wheat freezing tolerance-associated 
proteins, on the stability of three important adhesion molecules (~I-integrin, E­
cadherin and ~-catenin). lmmunoblot analyses revealed that the levels of ~ I-integrin, 
E-cadherin and ~-catenin were much lower in cryopreserved rat hepatocytes, when 
compared to fresh cells. Protein expression of the adhesion molecules was generally 
lower in cells cryopreserved with DMSO, compared to WPs. Moreover, the stability 
of the adhesion molecules was not affected by cryopreservation to the same degree, 
with more pronounced decreases occurring for ~I-integrin (62-74-%) > ~-catenin (51­
58%) > E-cadherin (21-37%). However, when hepatocytes were cryopreserved with 
partially purified WPs (SulWPE, AcWPE) or with mixtures of recombinant wheat 
proteins, there was a clear protective effect against the loss of protein expression of 
~ l-integrin, E-cadherin and p-catenin. Protein expression was only lOto 20% lower 
than that observed in fresh hepatocytes. These findings clearly demonstrate that WPs, 
and more particularly, partially purified WPs and recombinant wheat proteins, were 
more efficient for cryopreservation of rat hepatocytes by maintaining good expression 
of these adhesion molecules. These promising results could lead to a new and 
improved cryopreservation technology for applications such as clinical 
transplantation of hepatocytes. 
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6.3 INTRODUCTION 
Cell adhesion to the extracellular matrix (ECM) plays a central role in many complex 
biological processes, inc1uding cell shape, motility, growth, differentiation and 
survival (1,12). In particular, epithelial cells are attached to basement membranes by 
a variety of adhesive ECM glycoproteins, including collagen, laminin, fibronectin and 
proteoglycans. Cell-matrix attachment is crucial for three-dimensional cellular 
architecture, the establishment of basal-apical polarity and the maintenance of tissue 
integrity (3,20). Cell-cell contacts are also crucial to many aspects of cellular function, 
such as growth, differentiation, homeostasis and wound repair. These important 
processes are partly mediated and controlled by a number of cellular adhesion 
molecules that exhibit a well-regulated spatio-temporal pattern of expression during 
development and regeneration (24). 
The most prominent family of SCM adhesion receptors is represented by the integrins. 
These are heterodimeric transmembrane proteins composed of u and ~ subunits, with 
extracellular domains that bind to the SCM, and cytoplasmic domains associated with 
the actin cytoskeleton and other affiliated proteins, including vinculin, talin, paxillin 
and u-actinin (18). Integrin-mediated attachment to the SCM plays an important role 
in regulating cell survival and proliferation. A decrease in levels of ~ l-integrin is 
known to cause a loss of functional activities at focal adhesions (17). B l-integrin­
mediated attachment to the SCM is necessary for survival ofhepatocytes (38). 
Adhesion molecules that are involved in cell-cell contacts have been classified into 
several molecular families (20,44). The most important is the cadherin family (Ci+­
dependent adhesion molecules). This gene superfamily encodes transmembrane 
proteins that regulate Ca2+-dependent cell-eell adhesion (58) and play a role in 
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maintaining the integrity of multicellular structures. a-Catenin is linked to the 
cytoplasmic domain of cadherins via ~- or y-catenin but does not directly bind to 
cadherins (36). Due to high homology with vinculin, it was suggested that a-catenin 
links the cadherinlcatenin complex to the actin cytoskeleton (57). The loss of E­
cadherin destabilizes the structural integrity of the epithelium and causes cells to 
dissociate from their neighbors (20). E-cadherin was originally named uvomorulin or 
liver cell adhesion molecule (L-CAM), thus suggesting that it is a major regulator of 
hepatocyte intercellular adhesion (16,42). 
~-Catenin is a multifunctional protein that is tightly regulated in cells. It plays a 
pivotai role in cell-cell adhesion, where it has a structural role at adherens junctions, 
linking E-cadherin to the actin cytoskeleton (59). E-cadherin and ~-catenin were 
colocalised at contact regions in cultured hepatic cells (30). Cytoplasmic ~-catenin is 
an important component of the Wnt signaling cascade, which regulates cell 
proliferation. ~-catenin undergoes translocation to the nucleus where it forms 
heterodimeric complexes with the T cell factorllymphoid enhancement factor family 
and is responsible for transactivating target genes (23,60). The Wnt/~-catenin 
pathway has been shown to be important in liver growth and development (2,33). ~­
Catenin was localized at the hepatocyte membrane in a normal adult rat liver with 
sorne cytoplasmic staining (33). Furthermore, ~-Catenin undergoes regulation during 
matrigel-induced differentiation and maturation of rat hepatocytes, which results in 
increased stabilisation and translocation to the membrane. 
Primary cultures of hepatocytes have been extensively used as a model system to 
investigate liver function, including drug metabolism, hepatotoxicity, protein 
biosynthesis and gene expression. Freshly isolated mature hepatocytes spread out 
rapidly and form monolayers when they are cultured in plastic dishes but they show 
reduced liver-specific functions (6). However, when they are cultured in plastic 
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dishes coated with liver-derived proteoglycan (26,55) or a synthetic substratum (54), 
they can aggregate into multicellular spheroids, retain their normal cell polarity and 
express certain differentiated functions for prolonged periods oftime. 
Hepatocytes isolated from human donor livers are being used currently for clinical 
transplantation in patients with acute liver failure (ALF) and liver-based metabolic 
defects (52). This approach is being developed as a less invasive alternative to 
orthotic liver transplantation. Successful cryopreservation of hepatocytes with good 
hepatospecific function upon thawing would allow the establishment of cell banks. 
This would ensure that large quantities of hepatocytes are readily available for 
emergency use in ALF patients and for repeated treatment in patients with chronic 
liver disease and metabolic disorders. 
Although cryopreservation of human hepatocytes has been successfully used In 
clinical transplantation, further optimisation of cryopreservation protocols is 
necessary (52). Dimethyl sulfoxide (DMSO), a widely used cell-permeable 
cryoprotectant, is toxic to hepatocytes, particularly at temperatures such as 25°C and 
37°C, and must be removed rapidly from contact with cells during post-thaw 
processing (52). Cryopreservation with DMSO causes decreases in viability and 
certain hepatospecific functions but the most pronounced change is the diminished 
attachment efficiency of hepatocytes upon thawing (28,29). Attachment efficiencies 
are even lower for cryopreserved human hepatocytes (53,61). This is a major problem 
during transplantation, where cells need to attach to the hepatic sinusoidal 
endothelium in the liver during the engraftment process (52). However, the 
mechanisms responsible for the decrease in attachment efficiency are not weil 
understood. To address this question, we investigated the effect of a new 
cryopreservation procedure, using purified wheat proteins (WPs) and several wheat 
recombinant proteins, on the stability of three important adhesion molecules (~I­
integrin, E-cadherin and ~-catenin) by Western blot analysis. 
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6.3 MATERIALS AND METHüDS 
Chemicals 
Collagenase, insulin, Williams' medium E (WME), DMSO, propidium iodide (PI) 
and other chemicals were from Sigma Chemical Company (St. Louis, MO). PrimaI)' 
antibodies (~I-integrin, E-cadherin and ~-catenin) were purchased from Santa Cruz 
Biotechnology (Santa Cruz, CA). Leibovitz medium (L-15), gentamicin and MEM 
vitamins were from Gibco/Invitrogen Technologies (Burlington, ON). Fetal bovine 
serum (FBS) was from Medicorp (Montreal, QC). 
Plant Materials and Growth Conditions 
Winter wheat (Triticum aestivum L. cv Clair, LTsü (lethal temperature that kills 50% 
of seedlings) -19°C) was used in this study. Wheat plants were grown as previously 
described (13,21). Briefly, plants were grown for 10 days under a 16 hour/day 
photoperiod with a light intensity of25011mol/m2s at 20°C. 
Protein Extraction 
The aerial parts of the seedlings were homogenized in cold ultrapure water. The 
homogenate was filtered through three layers of miracloth and centrifuged at 30,000 g 
for 45 min at 4°C. The pH of the supernatant was adjusted to 7.4 with NaOH and 
sterilized using a 0.22 mm filter. The extract was concentrated by freeze-drying and 
stored at -20°C. The dried powder was resuspended in ice-cold WME medium before 
being added to the hepatocyte suspension, as described previously (21). 
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Purification of Wheat Proteins 
The WPs extract was prepared as described previously (21). Subsequently, the WPs 
were partially fractionated by ammonium sulfate precipitation (0-20%, 21-40%, 41­
60%, 61-80% and 81-100%) (SuIWPE) or with acetone (55%) (AcWPE). After 1 h, 
the precipitate was dialyzed against ultrapure water ovemight using 12-14,000 
MWCO tubing (SpectraIPor, Spectrum Laboratories, Inc., Los Angeles, CA) and 
freeze-dried. 
Production of Recombinant Wheat Proteins 
The four wheat cDNA clones (WCSI20, WCSI9, TaTIL and TaIRI-2) 
(13,15,22,35,56) were expressed in the pTrcHis vector in E. coli. The bacteria were 
cultured in LB medium with ampicil1in for 3 h and induced with ImM isopropyl ~-1­
thiogalactopyranoside (IPTG) for 3 h. The proteins were purified on His-tag resin, as 
described previously (13). 
Hepatocyte Isolation 
Hepatocytes were isolated from male Sprague-Dawley rats (140-180 g) (Charles 
River Canada, Saint-Constant, Que), using a two-step col1agenase digestion technique 
(19,43). AnimaIs were maintained and handled in accordance with the Canadian 
Council on Animal Care guidelines for care and use of experimental animaIs (37). 
Cell viability was evaluated with trypan blue by microscopy and with 2 j.lM PI (40) 
by flow cytometry (FACScan, Becton Dickinson, Oakvil1e, ON). 
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Analysis of PI fluorescence by flow cytometry 
Mean PI fluorescence intensity of 10,000 cells was calculated for each sample and 
corrected for autofluorescence obtained from sampies of unlabeled cells. The analyser 
threshold was adjusted on the forward scatter (FSC) channel to exclude noise and 
subcellular debris (Fig lA, box RI). Photomultiplier settings were adjusted to detect 
PI fluorescence on the FL3 detector and autofluorescence of hepatocytes on the FL-l 
detector (Fig. lB). 
Cryopreservation of Hepatocytes 
Immediately after isolation, the hepatocyte suspension (1.5xl06 celis/mL for post­
thaw viability tests or 5 xl 06 celis/mL for post-thaw adherence and immunodetection) 
was added to ice-cold WME medium supplemented with 10% FBS and different 
combinations of WPs or recombinant wheat proteins in cold cryovials. Positive (15% 
DMSO and 50% FBS) and negative (WME) controls were also prepared. Tubes 
containing cel1s were frozen at a cooling rate of lOC/min in a controlled freezing 
container (Nalgene, Rochester, NY) to -80oC for 1 day, and then transferred to liquid 
nitrogen (21). 
DMSO is used for hepatocyte cryopreservation at concentrations between 10% and 
20.5% (9,10,41,47) . We tested two different concentrations ofDMSO, 10% and 15%, 
and found that 15% DMSO gave higher viability in rat hepatocytes (data not shown). 
The conditions for cryopreservation of 1.5x106 ceUs/mL were 15% DMSO and 50% 
FBS (DMSO), or 20 mg of WPEs (WPEs), or 20 mg of SulWPE (SuIWPE; 41-80% 
pooled fractions), or 20 mg of AcWPE (AcWPE), or with mixtures of recombinant 
proteins WCSI9-TaTIL (5 mg/20 mg) or WCSI20-TaIRI-2 (10 mg/30 mg). For 
cryopreservation of 5x106 celis/mL, quantities of proteins were 60 mg for WPEs, 
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Su1WPE, or AcWPE, and mixtures of recombinant proteins were WCS 19-TaTIL (15 
mg/60 mg) or WCSI20-TaIR1-2 (30 mg/90 mg). 
Thawing and Culture of Cryopreserved Hepatocytes 
Frozen cells were thawed quick1y by gentle agitation in a 37°C water bath and 
viabi1ity (70-80%) was determined by tlow cytometry with 2 /lM PI. Hepatocyte 
suspensions were di1uted 10-fold with co1d WME medium, immediate1y after thawing. 
After centrifugation (4°C, 50g, 2 min), hepatocytes were suspended in 10 ml of 
WME medium and washed twice. Dead cells were removed by a 30% isotonie 
Percoll centrifugation step (recovery of 85 %) and viability was determined (90-95 
%). Post-thaw viability was very low in negative (WME) controls (1.6%). 
Hepatocytes (2.5xI05/mL) were cultured in 12-well Corning plates in WME medium 
supplemented with insulin (0.2 mg/mL) and gentamicin (50 mg/mL) in a humidified 
atmosphere of 5% C02 and 95% air at 37°C. After 3 h, medium was changed and 
cells were incubated overnight in L-15 medium supplemented with insulin and 
gentamicin. 
Cellular Morphology 
Morphology of hepatocytes after 24 h in tissue culture plates was evaJuated by 
microscopy (Carl Zeiss Ltd., Montreal, QC) and photographs were taken by digital 
camera (Camera CCD, Sony DXC-950P; Empix Imaging, Inc., Mississauga, ON). 
Images were ana1yzed using Northern Eclipse software. 
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Viability 
Lactate dehydrogenase (LDH) activity was determined in the medium of seeded, 
adherent hepatocytes (32). The hepatocyte culture medium was removed and activity 
of LDH released into the medium from adherent cells was quantified. The total 
amount of LDH activity was obtained by Iysis of live cells with 10% Triton X-100 
(31 ). 
Attachment Efficiency 
Attachment efficiency was determined by measuring LDH activity in attached cells 
following 3 h or 24 h in culture, relative to that obtained in hepatocytes prior to 
seeding. 
Immunodetection of Adhesion Molecules 
CeIls were cultured for 24 h, then washed with PBS, scraped off plates and suspended 
in 100 ilL of Iysis buffer (20 mM Tris-HCI, 2 mM EGTA, 2 mM EDTA, 6 mM ~­
mercaptoethanol) and homogenized by sonication. Proteins (40 Ilg) were separated on 
12% SDS-polyacrylamide gels (27) and then blotted onto polyvinylidene fluoride 
membranes. Membranes were blocked with 5% dry milk in TBS-T buffer (2 mM 
Tris-HCl, 13.7 mM NaCI, 0.1 % Tween) and incubated with primary antibodies 
(1/500). Protein bands were detected using western lightning chemiluminescence 
reagent plus (PerkinElmer Life Sciences, Boston, MA) using a horse radish 
peroxidase (HRP)-conjugated anti-rabbit IgG (1/1000). Protein level was analysed by 
densitometry using a Molecular Dynamics scanner (Amersham, Baie d'Urfe, QC) and 
IP Lab gel software (Scanalytics Inc., Fairfax, VA). 
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Statistical Analysis 
Results were expressed as mean ± SEM for a minimum of three experimental repeats 
using cell preparations from three separate animaIs. For each cell preparation, three 
different protein batches were used for cryopreservation and each condition was 
analysed with at least three replicate dishes. Data were normalized to non­
cryopreserved experimental controls at each time interval in the same experiment. 
Comparison between groups and analysis for differences between means of control 
and treated groups were performed using ANOVA followed by the post hoc test 
Newman-Keuls (P<O.OS). The threshold for statistical significance was: P<O.OS (*), 
P<O.OI (**), P<O.OOI (***). 
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6.5 RESULTS AND DISCUSSION 
Optimisation of Cryopreservation Protocol 
We reported recently an improved cryopreservation technology for rat hepatocytes 
using WPs (21). In the present study, we optimized the cryopreservation procedure 
using WPs that were partially purified using ammonium sulfate precipitation 
(SuIWPE) or acetone (AcWPE), as well as with recombinant forms of different wheat 
freezing tolerance-associated proteins. Optimal viability and cryopreservation 
potential were obtained when hepatocytes were cryopreserved with WPs from the 41 
to 80% fractions. We subsequently evaluated the effects of purified WPs and 
recombinant wheat proteins on morphology, viability, attachment efficiencies and the 
stability of several important cellular adhesion molecules in rat hepatocytes. 
Cellular Morphology 
Morphological analysis shows that fresh hepatocytes were more spread out and 
formed monolayers on culture substrates, when compared to cryopreserved cells (Fig. 
2). Hepatocytes that were cryopreserved with WPs, purified WPs (SuIWPE, AcWPE) 
or with mixtures of recombinant proteins, had similar morphologies (Fig. 2). They 
were more spread out and had cell-cell contacts, compared to those cryopreserved 
with DMSO. However, they still had a more rounded phenotype compared to fresh 
cells. 
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Viability and Attachment Efficiencies 
Viabilities of hepatocytes following cryopreservation with partially purified WPs 
(SuIWPE, AcWPE) and the recombinant proteins WCSI20-TalRI-2 ranged from 
77.32 to 91.27% and were higher than those obtained with WPs (72.15%) or DMSO 
(66.93%) (Table 1). The highest viability value (91.27%) was obtained with the 
mixture of WCS 120-TaI RI -2 recombinant proteins. This value was comparable to 
that of fresh cells (92.67%). The attachment efficiencies after 24 h in culture for 
hepatocytes cryopreserved with SuIWPE, AcWPE or mixtures of recombinant 
proteins ranged from 70.3 to 74.3%, and were also higher compared to values 
obtained with DMSO (50.3%) or WPs (50.9%) (Table 1). The corresponding 
numbers of viable cells after 24 h of monolayer culture are also given in Table 1. 
Attachment efficiencies for DMSO-cryopreserved hepatocytes from various animal 
species are generally in the range of 50%, compared to fresh cells (9-11,46,48-50). 
For human hepatocytes, recent advances allow about 50% of batches of hepatocytes 
isolated from different human livers to be plated as monolayer cultures (<<plateable» 
hepatocytes) after cryopreservation (28). However, attachment efficiencies of 
«plateable» cryopreserved human cells ranged from 5 to 40% on collagen-coated 
plates (51,52,61). Cellular adhesion is very important because cell density and cell­
cell contacts have an impact on metabolic activities and functional integrity of 
hepatocytes. Although many investigators have attempted to restore these properties 
of mature hepatocytes in monolayer cultures of cryopreserved cells, most attempts 
have failed or gave insatisfactory results. This could be due to the loss of polarized 
configuration of hepatocytes (4). The matrix architecture of cultured hepatocytes 
plays a crucial role in maintaining and restoring hepatic gene expression (4,14,34,39). 
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Immunodetection of Adhesion Molecules 
Westem blot analysis was used to compare the expression of three important 
adhesion molecules, ~ I-integrin, E-cadherin and ~-catenin, between cryopreserved 
and fresh hepatocytes (Fig. 3). Protein levels for ~ J-integrin, E-cadherin and ~­
catenin were much lower in cryopreserved cells, relative to fresh hepatocytes (Fig. 
3A). Protein expression of these three adhesion molecules was similar in cells 
cryopreserved with WPs or DMSO (Fig. 3A). However, the effect of 
cryopreservation on the levels of adhesion molecules was different, with more 
pronounced decreases occurring for ~l-integrin (62-74-%) > ~-catenin (51-58%) > E­
cadherin (21-37%) (Figs. 3B-30). Hepatocytes that were cryopreserved with WPs, 
compared to OMSO, maintained higher protein levels of ~ l-integrin and E-cadherin 
(Figs. 3e, 3D). However, the loss of protein was more than 50%. This Joss of protein 
expression of the three adhesion molecules was markedly reversed in hepatocytes that 
were cryopreserved with SuIWPE, Ac WPE or mixtures of recombinant proteins (Fig. 
3A). Proteins levels of adhesion molecules were similar and only 15 to 20% lower 
than those in fresh hepatocytes, for all four of the wheat protein samples (Figs. 3B­
3D). For ~ l-integrin, ~-catenin and E-cadherin, protein expression was about 60%, 
40% and 20% higher, respectively, for cells cryopreserved with partially purified or 
recombinant wheat proteins, when compared to DMSO (Figs. 3B-3D). These findings 
clearly show that cryopreservation leads to down-regulation of three important 
cellular adhesion molecules in rat hepatocytes. A decrease in levels of E-cadherin and 
~-catenin could explain the loss of cell-cell contacts, while the loss of ~ l-integrin is 
likely to be involved in the lack of adhesion to the culture substrate. These results 
demonstrate that partially purified WPs and recombinant wheat proteins were 
significantly more efficient than OMSO for cryopreservation of rat hepatocytes. 
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There is very little information about the effect of cryopreservation on attachment 
molecules in hepatocytes. It was reported recently that twenty-two genes including 
integrins, cadherins and catenins were down-regulated after cryopreservation of 
human hepatocytes with DMSO (52). Gene and protein expression of E-cadherin and 
~ l-integrin were significantly down-regulated in cryopreserved cells. There was a 
link between the decrease in ~ l-integrin and the loss of attachment. The cytoplasmic 
domain of E-cadherin underwent cleavage, suggesting that cryopreservation could 
increase degradation of adhesion molecules. Our findings confirm the downregulation 
of ~ l-integrin, E-cadherin and ~-catenin in rat hepatocytes. An important finding is 
that cryopreservation with partially purified WPs and recombinant wheat proteins 
showed promising potential by significantly reversing these effects. 
The higher cryopreservation capacity of WPs, SulWPE and AcWPE, compared to 
DMsa, is probably explained by protective effects of WPs against degradation of the 
adhesion molecules by unknown processes. The wheat proteins may protect the 
plasma membrane against cryopreservation-induced damage. It is also possible that 
WPs enhance the association and stability of adhesion molecules at the hepatocyte 
membrane. WPs could protect the Ca2 +-sensing receptor and thus conserve the E­
cadherin-mediated cell-cell contacts. WPs could also protect Src-family tyrosine 
kinases that are clearly an essential part of the Ca2 +-induced E-cadherin signaling 
pathway. The tyrosine phosphorylation of ~- and y-catenin increased the association 
of a-catenin with E-cadherin in differentiating keratinocytes (7). This strengthening 
of cell adhesion was due to the bridging ability of a-catenin between the 
cadherinlcatenin complex and the actin cytoskeleton. The inhibition of Src-family 
tyrosine kinases suppressed the formation of adherens junctions, disrupted 
cateninlcadherin complexes and decreased cell adhesion (7). 
The higher capacity of recombinant proteins to protect the adhesion molecules could 
be related to their native functions in wheat. WCS 120 is a dehydrin that could 
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possibly coat essential cellular proteins and protect them against conformational 
changes or agglomeration during freezing or dehydration (22). WCS 120 was shown 
to protect LDH against freezing-induced denaturation by 100-fold compared to BSA 
(22). Thus, WCS 120 could protect the integrity of adhesion molecules and prevent 
their detachrnent from the plasma membrane. Less is known about the function of 
WCSI9, which appears to play a role in the enhancement offreezing tolerance (35). 
TaTIL is a plant lipocalin associated with the plasma membrane in freezing tolerant 
plants. Functional studies revealed that this protein is involved in protecting plant 
cells against oxidative stress caused by freezing. TaTIL transcripts and proteins are 
upregulated during stresses such as cold and heat shock, which are known to induce 
membrane damage (8,15). Thus, TaTIL is Jikely to protect the plasma membrane 
from cryopreservation-induced membrane damage and prevent the Joss of adhesion 
molecules. 
TaIRJ-I and TaIRI-2 (Triticum aestivum ice recrystal1ization inhibition) are low 
temperature responsive genes in wheat that are up-regulated during cold acclimation 
in freezing-tolerant species (56). TalRl-l and TaIRl-2 are extracellular proteins that 
accumulate in the apoplast of freezing tolerant plants, such as wheat, when they cold 
acclimate. The primary structure of TaIRl proteins shows a series of highly conserved 
repeated motifs with regularly spaced serine and threonine residues that may form 
hydrogen bonds with the ice surface and this inhibit the growth of ice crystals in the 
extracel1ular space (45). This enables plants to avoid damage to the membrane and 
survive the dehydration caused by the formation of large ice crystals outside of cells. 
Based on these properties, it is likely that TaIRl-l and TaIRl-2 exert their effects as 
ice recrystallization inhibition proteins outside of the hepatocytes, by avoiding the 
formation of large ice crystals in the extracellular medium, and thus protecting the 
integrity of the cell membrane from any mechanical damage. Furthermore, the 
extracellular ice is essential for the initiation of ice formation inside cells. 
149
 
Intracellular ice formation is known to inflict damage during cryopreservation of 
cultured hepatocytes and many other cell types (25). Therefore, the ability of the 
TaIRl protein to inhibit the growth of ice crystals at the extracellular level would also 
decrease intracellular ice formation, which is likely to contribute to improved survival 
and protection of the plasma membrane during the cryopreservation of hepatocytes. 
Ali of these wheat proteins appear to be expressed in response to membrane stresses 
(5), wruch suggests that they play a biological role in membrane biogenesis and repair 
under conditions of severe stress. 
LDH leakage was previously investigated during a longer in vitro period of 4 days 
following cryopreservation of hepatocytes with crude wheat extracts (WPEs) (21). 
The crude WPEs maintained viability of cells at a similar level to that obtained in 
freshly isolated hepatocytes during 4 days of monolayer culture following 
cryopreservation. After 4 days, respective viabil ities of 33.1 %, 35.8% and 17.6% 
were obtained in fresh, WPE-cryopreserved and DMSO-cryopreserved hepatocytes. 
Furthermore, hepatocytes cryopreserved with crude WPEs maintained similar levels 
of hepatic functions, compared to fresh celIs, for secretion of albumin, ammonia 
metabolism and induction ofCYPIAI and CYP2B during 4 days in culture following 
cryopreservation (21). Crude WPEs, compared to DMSO, caused a marked 
improvement in viability and hepatospecific functions throughout a 4 day in vitro 
culture period, following cryopreservation of hepatocytes. 
The findings in this study demonstrate the capacity of partially purified WPs and 
recombinant wheat proteins to improve the attachment efficiency of rat hepatocytes 
by protecting three key adhesion molecules (~I-integrin, ~-catenin and E-cadherin), 
which are known to be important for the structural and metabolic integrity of 
hepatocytes in cell culture. The deterrnination of the mechanisms by which WPs 
protect these molecules could help to further optimize the procedure and obtain 
cryopreserved hepatocytes with similar attachment efficiencies to fresh cells. This 
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promising technology offers a novel strategy for hepatocyte cryopreservation that 
could be useful for improving c1inical hepatocyte transplantation, wmch is currently 
limited by the timely availability of hepatocytes. Future work will validate this 
technology in human hepatocytes. 
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Table 1: Yiability and Attachment Efficiency of Rat Hepatocytes fol1owing
 
Cryopreservation with WPs, Purified WPs and Recombinant Wheat Proteins
 
1Cryopreservation 2Yiability 3,4Attachment 3,4Attachment sNumber of viable 
protocol efficiency (%) efficiency (%) cells in culture -
- 3 h - 24 h 24 h 
Fresh hepatocytes 92.67 ± 2.89 100 ± 0.5 100.0 ± 2.4 1.93x10) 
DMSO (15%) 66.93 ± 2.25 64.9 ± 1.7 50.3 ± 4.1 0.97x1Os 
WPEs 72.15 ± 1.35 63.7 ± 1.5 50.9 ± 2.9 0.98 xlOs 
SulWPE (40­ 83.64 ± 1.28 76.4± 1.4 72.3 ± 2.5 1.40 xlOs 
80%) 
AcWPE 77.32 ± 2.87 76.5 ± 1.3 70.3 ± 2.4 1.36xlOs 
WCSI9-TaTIL 66.52 ± 2.73 77.4± 1.8 74.3 ± 2.8 1.43 xl OS 
WCS 120-TaIRl-2 91.27 ± 0.26 77.2 ± 1.7 73.3 ± 2.6 1.41 xlOs 
1 Cryopreservants used were 15% DMSO + 50 % FBS (DMSO), WPEs (20mg), 
SulWPE (20 mg), AcWPE (20 mg), WCSI9-TaTIL (5 mg/20 mg) or WCSI20­
TaIRl-2 (10 mg/30 mg). 
2 Yiability was determined using PI. Similar values were obtained using trypan blue.
 
3 Attachment efficiency was evaluated by LDH activity in freshly isolated
 
hepatocytes and in attached cryopreserved hepatocytes after 3 h and 24 h in culture.
 
4 Yalues for attachment efficiency were normalized to fresh cells. The absolute value
 
for attachment efficiency offresh cells after 3 h and 24 h was 77.3 ± 0.5%.
 
S2.5 x lOS cells were plated and number ofviable cells is given after 24 h in culture.
 
Data is expressed as mean ± SEM. from three different experiments.
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6.6 FIGl1RE LEGENDS 
Figure 1: Dot plot for analysis of PI fluorescence by flow cytometry 
Following cryopreservation, hepatocytes were analysed for PI fluorescence by flow 
cytometry. (A) Hepatocytes are shawn within the RI gate, which excludes noise and 
subcellular debris. (B) Autofluorescence of hepatocytes is detected using the FL-I 
channel, while PI fluorescence is detected with the FL-3 channel in order to 
distinguish viable and non-viable (PI uptake) cells. 
Figure 2: Effects of WPEs, partially purified WPs and recombinant proteins on 
cellular morphology of cryopreserved hepatocytes 
Cellular morphology was visualized after 24 h of culture of thawed rat hepatocytes, 
following cryopreservation for 7 days in WME 10% FBS supplemented with either 
15% DMSO and 50% FBS (DMSO), or WPEs, or SulWPE, or AcWPE, or with 
mixtures of recombinant proteins, WCSI9-TaTIL or WCSI20-TaIRl-2. Freshly 
isolated hepatocytes served as reference control. Hepatocytes (250x 103) were 
visualized by microscopy (magnification: 10X). Photographs are from one 
representative experiment, which was repeated at least three times. 
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Figure 3: Effects of WPEs, partially purified WPs and recombinant proteins on 
protein expression of adhesion molecules in cryopreserved hepatocytes 
(A) Protein expression of ~-catenin, E-cadherin and ~ 1-integrin was determined by 
immunoblotting after 24 h of culture of rat hepatocytes, following cryopreservation 
for 7 days in WME supplemented with either 15% DMSO and 50% FBS (DMSO), or 
WPEs, or SulWPE, or AcWPE, or with mixtures of WCS19-TaTIL or WCS120­
TaIRl-2. Freshly isolated hepatocytes (Fresh) served as reference. Protein expression 
of (B) ~-catenin, (C) ~ 1-integrin and E-cadherin (0) was analysed by densitometry, 
using GAPDH as loading control. Data (mean ± SEM) represent triplicate 
measurements from four independent experiments (n=12). * p<0.05, ** p<O.OI, *** 
p<O.OOl. 
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Figure 2 Effects of WPEs, partially purified WPs and recombinant proteins on 
cellular morphology of cryopreserved hepatocytes 
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7.1 RÉSUMÉ 
Les hépatocytes sont un modèle physiologique important pour les études in vitro sur 
le métabolisme des médicaments. Cependant, les hépatocytes frais ne sont pas 
toujours disponibles pour ce type d'étude et la cryoconservation est nécessaire pour 
préserver ainsi une grande quantité de cellules jusqu'à ce qu'elles soient nécessaires. 
Les hépatocytes sont extrêmement sensibles aux dommages cellulaires induits par la 
congélation et le dégel, même après l'addition des cryoprotectants traditionnels tels 
que le diméthylsulfoxyde (DMSO). En outre, ils ne prolifèrent pas en culture. Nous 
avons considérablement amélioré notre procédé original de cryoconservation en 
employant des extraits de blé partiellement purifiés par précipitation au sulfate 
d'ammonium ou à l'acétone, ou en employant les protéines recombinantes associées à 
la tolérance au gel chez le blé telles que WCS 120, TaTI L, WCS 19 et TaIRl-2. Ces 
améliorations permettent la récupération d'une grande quantité de cellules saines 
après la cryoconservation et un entreposage à long terme (2-12 mois). Les cellules 
maintiennent leurs fonctions hépatospécifiques, comparativement aux cellules 
fraîchement isolées, comme le démontre la viabilité (77-93%), l'adhérence (77%) et 
maintien des fonctions métaboliques des isoformes du cytochrome P450, 1A 1/2, 2C6, 
2D2 et 3A1/2. Les avantages d'utiliser des protéines de blé comme cryoprotectants 
sont qu'elles sont des produits non-toxiques et naturels qui ne demandent pas l'ajout 
de sérum animal, et de plus elles sont économiques et faciles pour préparer. 
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7.2 ABSTRACT 
Hepatocytes are an important physiological model for in vitro studies of drug 
metabolism and toxicity. However, fresh hepatocytes are not always available and 
hence cyopreservation is needed to preserve large quantities until they are needed for 
these applications. Hepatocytes are extremely sensitive to damage induced by the 
freeze-thaw process, even after addition of traditional cryoprotectants such as 
dimethyl sulfoxide (OMSO). Furthermore, they do not proliferate in culture. We 
previously demonstrated that a crude wheat extract protects rat hepatocytes during 
cryopreservation and could provide a promising alternative to OMSO. We have 
considerably improved this novel cryopreservation procedure by using wheat extracts 
that are partially purified by either ammonium sulphate or acetone precipitation, or by 
using recombinant wheat freezing tolerance-associated proteins such as WCS 120, 
TaTIL, WCS 19 and TaIRl-2. These improved procedures enhance long-term storage 
(2-12 months) and recovery of large quantities of healthy cells after cryopreservation, 
and maintain the differentiated functions of rat hepatocytes, compared to freshly 
isolated ceIls, as judged by viability (77-93%), adherence (77%) and metabolic 
functions of major cytochrome P450 isoforms IAI/2, 2C6, 202 and 3Al/2. The 
advantage of using wheat proteins as cryopreservants is that they are non-toxic, 
natural products that do not require animal serum, and are economical and easy to 
prepare. 
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7.3 INTRODUCTION 
Hepatocytes are extremely sensitive to damage incurred during freezing and thawing, 
even after addition of classical cryoprotectants. Improved cryopreservation 
techniques are thus needed to reduce cell injury and functional impairment of 
hepatocytes. Cryoprotective agents such as dimethyl sulfoxide (DMSO) are currently 
used to protect cells and tissues from dehydration caused by the formation of 
intracellular ice during freezing. However, they are either toxic and need to be 
eliminated rapidly after freezing (Fahy, 1986) or cause an osmotic stress that affects 
the metabolic competence of cells (Mazur, 1984; Schneider et Mazur, 1987). 
Consequently, cryopreserved cells do not display the metabolic state of fresh cells or 
tissues, and their use can lead to erroneous interpretation of results. It is therefore 
essential to develop alternatives to replace DMSO as a cryopreservation agent. 
Furthermore, to better protect cell function, DMSO is used in combination with 
animal serum, which also needs to be eliminated from cryopreservation protocols for 
clinical applications, due to risks of spreading zoonotic diseases. 
Studies reporting on several hepatocyte cryopreservation protocols showed that 
functional activity can be maintained for the majority of enzymes involved in 
hepatocyte metabolism (Li et al., 1999; Steinberg et al., 1999). However, the inherent 
problem associated with the rapid loss of CYP metabolic activity when hepatocytes 
are maintained as monolayer cultures remains problematic. To circumvent this 
problem, sugars and inhibitors of caspases have been used to increase hepatocyte 
stability (Baust et al., 2000; Fujita et al., 2005; Stroh et al., 2002). Our previous work 
showed that the use of a crude wheat protein extract (WPE) as cryoprotector 
improved the hepatospecific functions, compared to DMSO, and allowed hepatocytes 
to be maintained in culture for 4 days (Hamel et al., 2006). This cryoprotective effect 
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is probably due to the presence of a mixture of sugars, osmoprotectors, antioxidants 
and proteins in the plant extract. 
The goal of the present study is to improve the cryoprotective potential of the 
promising WPE in primary cultures of rat hepatocytes. To isolate the active fractions, 
the WPE was purified using different protein precipitation procedures and tested for 
cryopreservation activity. In addition, we tested the cryoprotective potential of 
different recombinant wheat proteins known to be involved in freezing tolerance, 
such as WCS120 (Wheat Cold Specifie protein 120), WCS19 (Wheat Cold Specifie 
protein 19), WCOR410 (Wheat COld Regulated protein 410), TaTIL (Triticum 
aestivum Temperature Induced Lipocalin) and TaIRI-2 (Triticum aestivum Ice 
Recrystallization Inhibition protein). We evaluated whether the purified and 
recombinant wheat proteins could enhance the long-tenn storage and recovery of 
large quantities of healthy cells, and maintain the differentiated functions of 
hepatocytes as judged by viability, adherence and metabolic functions of major 
cytochrome P450 (CYP 450) isofonns. 
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7.4 MATERIALS AND METHüDS 
Chemicals 
Collagenase, insulin, Williams' medium E (WME), dimethyl sulfoxide (DMSO), 
dexamethasone, phenobarbital, dextromethorphan and other chemicals were from 
Sigma Chemical Company (St. Louis, MO). Leibovitz medium (L-15), gentamicin 
and MEM vitamins were from Gibco/Life Technologies (Burlington, Ont). Fetal 
bovine serum (FBS) was from Medicorp (Montreal, QC). 3-Cyano-7-ethoxycoumarin 
(CEC), 7-methoxy-4-(trifluoro-methyl)coumarin (MFC) and 3-[2-(N,N-diethyl-N­
methylammonium) ethyl]-7-methoxy-4-methylcoumarin (AMMC) were purchased 
from BD Gentest (Mississauga, ON) and 3-[(3,4-difluorobenzyl)oxy]-5,5-dimethyl-4­
[4-(methylsulfonyl)phenyl]furan-2(5H)-one (OFB) was generously offered by Merck 
Frosst (Montreal, QC) (Nicoll-Griffith et al., 2004). 
Plant Materials and Growth Conditions 
Winter wheat genotype (Triticum aestivum L. cv Clair, LT50 (lethal temperature that 
kills 50% ofseedlings) -19°C) was used in this study. Wheat plants were grown for 
10 days at 20°C under a 16 hour/day photoperiod with a light intensity of 
250!lmol/m2s and treated as previously described (Danyluk et al., 1998). 
Protein Extraction 
The aerial parts of seedlings were collected and blended until a homogeneous 
solution was obtained with cold nanopure water. The homogenate was filtered 
through 3 layers of miracloth and centrifuged at 30 000 g for 45 min at 4°C. The pH 
of the supematant was adjusted to 7.4 and sterilized using a 0.22 !lm filter. The 
165
 
extract was concentrated by freeze-drying and stored at -20°C. The dried powder was 
resuspended in ice-cold WME medium before being added to the hepatocyte 
suspension, as described previously (Hamel et al., 2006). 
Purification ofWheat Proteins 
The wheat protein extract was partially purified by precipitation with ammonium 
sulphate (0-20 %, 21-40 %, 41-60 %, 61-80 % and 81-100 %) (SuIWPE) or acetone 
(55 %) (AcWPE). After 1 h, the precipitate was dialyzed against ultrapure water 
overnight using 12-14,000 MWCO tubing (SpectraiPor, Spectrum Laboratories, Inc., 
Los Angeles, CA) and freeze-dried. 
Production of Recombinant Wheat Proteins 
The five wheat cDNA clones (WCSI20, WCSI9, WCOR410, TaTIL and TaIRl-2) 
(Danyluk et al., 1998; Frenette Charron et al., 2002; Houde et al., 1995; N. Dong et 
al., 2002; Tremblay et al., 2005) were expressed from the pTrcHis vector in E. coli. 
The bacteria were cultured in LB medium supplemented with ampicillin and induced 
with 1 mM isopropy1 ~-I-thiogalactopyranoside (lPTG) for 3 h. The proteins were 
purified on His-tag resin, as described previously (Danyluk et al., 1998). 
Hepatocyte Isolation 
Hepatocytes were isolated from male Sprague-Dawley rats (140-180 g) (Charles 
River Canada, Saint-Constant, QC), in a two-step collagenase digestion technique 
(Guillemette et al., 1993; Seglen, 1976). AnimaIs were maintained and handled in 
accordance with the Canadian Council on Animal Care guidelines for the care and 
use of experimental animaIs (Olfert et al., 1993). Cell viability, evaluated by 
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FACScan (excitation at 488 nrn) (Becton Dickinson, San Jose. CA) with 2 !-IM 
propidium iodide (Pl) (Reader et al., 1993), generally exceeded 75%. 
Cryopreservation of Hepatocytes 
Immediately after isolation, the hepatocyte suspension (1.5 x 106 cells) was added to 
ice-cold \VME medium supplemented with 10 % FBS and either 20 mg of crude 
protein extract (WPE), 20 mg of partially purified proteins (SuIWPE or AcWPE), or 
different combinations of recombinant wheat proteins (WCS 120, WCS 19, WCOR41 0, 
TaTIL and TaIRI-2) in cold cryovials. Positive (15 % DMSO and 50 % FBS) and 
negative (WME) controls were aIso prepared. Tubes containing cells were frozen at a 
cooling rate of 1°C/min in a controlled freezing container (Nalgene, Rochester, NY) 
to -80°C for 1 day, and then transfelTed to liquid nitrogen (Hamel et al., 2006). 
Thawing and Culture of Hepatocytes 
Frozen cells were thawed quickly by gentle agitation in a 37°C water-bath and 
viability (70-80%) was determined using 2 !-tM PI by FACScan. After centrifugation 
(4°C, 50g, 2 min), hepatocytes were suspended in 10 mL of WME medium and 
washed twice. When viability was lower than 80%, dead cells were removed by a 
30% isotonie Percoll centrifugation step and viability was determined (90-95%). 
Recovery of cells after this step was 85%. Post-thaw viability was very low in 
negative (\VME) controls (1.6%). 
Hepatocytes were diluted to 3.5 x lOs/mL and cultured in tissue culture plates 
(Corning, Acton, MA) in WME medium supplemented with 10% FBS, insulin (0.2 
!-tg/ml) and gentamicin (50 !-tg/mL) in a humidified atmosphere of 5% CO2 and 95% 
air at 37°C. After 3 h, medium was changed and cells were incubated overnight in L­
15 medium (Reader et al., 1993) supplemented with insulin and gentamicin. 
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Viability Assays 
Live-Dead Assay 
After the freeze/thaw cycle, cel1 suspensions were stained immediately with the 
fluorescent probes 4 mM calcein and 2 IlM PI in WME medium for 5 min and 
analyzed by FACScan. The numbers of live ceUs expressing green fluorescence of 
calcein and dead ceUs expressing red fluorescence of PI were determined with Cell 
Quest software (Becton Dickinson). 
Lactate Dehydrogenase (LDH) Assay 
LDH activity was determined in the medium of seeded adherent hepatocytes 
(Moldeus et al., 1978). The hepatocyte culture medium was removed and activity of 
LDH released into the medium from adherent cells was quantified. The total amount 
of LDH activity was obtained by lysis of live ceUs with 10 % Triton X-l 00 (Moffatt 
et al., 1996). 
Plating Efficiency 
Plating efficiency was determined by measuring LDH activity JO ceUs prior to 
seeding and after 3 and 24 h in culture. Plating efficiency was defined as LDH 
activity after 24 h of culture divided by LDH activity in pre-culture cells. 
Adherence and Cellular Morphology 
Morphology of hepatocytes after 24 h in tissue culture plates was evaluated by 
microscopy (Carl Zeiss Ltd., Montreal, QC, Canada) and photographs were taken by 
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digital camera (Camera CCD, Sony DXC-950P; Empix Imaging, Inc., Mississauga, 
Ont). Images were analyzed using Northem Eclipse software. 
Activity of Cytochrome P450 Isoforms 
The basal enzymatic activities were measured in hepatocyte suspensions immediately 
post-thaw using fluorescent substrates for CYP450 isoforms 1A 1/2 (CEC; ex: 41 Onm, 
em: 450nm), 2D2 (AMMC; ex: 410nm, em: 450nm), 2C6 (MFC; ex: 410nm, em: 
500nm) and 3A1/2 (DFB; ex: 340nm, em: 450nm). Cells were incubated with 25 ~M 
of different substrates for 0, 5, 10, 15, 20 and 30 min. After the incubation, 150 ~L of 
cell suspension was added to 150 ~L of acetonitrile, or 60 % acetonitrile in 40 % Tris 
base (pH 10, DFB). Fluorescence was detected using a spectrofluorimeter 
(SPECTRAFluor Plus, Tecan, CA). 
For induction of CYP activities, hepatocytes were cultured for 24 h and then treated 
for 48 h with benzo-a-pyrene (10 JlM, CYP 1AI), dextromethorphan (50 ~M, CYP 
2D2), phenobarbital (50 ~M, CYP 2C6), or dexamethasone (50 JlM, CYP 3A1/2). 
Cells were washed twice with PBS and incubated for 0, 15 and 30 min with CEC, 
AMMC and MFC, and for 0, 5, 15 20 and 30 min with DFB. For CEC, AMMC and 
MFC, 200 ~L of acetonitrile was added to stop the reaction. CeUs were scraped and 
200 ~L was transferred into a 96-well microplate. For DFB, 100 ~L of supematant 
was added to 100 JlL of 60 % acetonitrile in 40 % Tris base (pH 10) in a 96-well 
microplate. 
Statistical Analysis 
Results were expressed as mean ± SEM of at least three replicate dishes for each 
condition with a minimum of three experimental repeats using cell preparations from 
different animais. Comparison between groups and analysis for differences between 
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means of control and treated groups were performed using ANOYA followed by the 
post hoc test Newman-Keuls (P<O.OS). The threshold for statistical significance was: 
P<O.OS (*), P<O.O 1 (* *), and P<O.OO 1 (* **). 
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7.5 RESULTS AND DISCUSSION 
Cryopreservation Potential of Purified WPEs in Rat Hepatocytes 
The ability of purified WPEs to improve the viability of cryopreserved rat 
hepatocytes was compared to the classical standard, DMSO. Figure 1 presents the 
viability of suspensions of hepatocytes after 7 days of freezing in the presence of 
WPEs, or WPEs purified by ammonium sulphate (SuIWPE) or acetone precipitation 
(AcWPE), or DMSO, compared to fresh hepatocytes. The viability of hepatocytes 
that were cryopreserved with 15 % DMSO + 50 % FBS (positive control) was 66.9 %, 
compared to 92.7 % for freshly isolated hepatocytes. When hepatocytes were 
cryopreserved with 20 mg of WPEs, a viability of 72.2 % was obtained. However, 
considerable improvement was obtained with purified WPEs, where 20 or 40 mg of 
AcWPE gave viabilities of 77.3 and 84.9 %, respectively. These values are higher 
than those obtained with the crude extract of WPEs or the c1assical cryoprotectant 
DMSO. The use of WPEs purified with different degrees of ammonium sulphate 
saturation (40, 60 and 80 %) indicated that proteins precipitated in the 40 to 60% and 
61-80 % windows gave the highest cryopreservation activities (82.6 and 84.3 %, 
respectively). Very low viability was obtained with WME medium alone (0.9 %) 
(negative control). 
Cryopreservation Potential of Recombinant Proteins in Rat Hepatocytes 
Subsequently, the ability ofindividual wheat recombinant proteins WCS120, WCS19, 
WCOR410, TaTIL and TaIRI-2 to improve viability ofcryopreserved rat hepatocytes 
was determined. Figure 2 presents the viability of hepatocyte suspensions after 7 days 
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of freezing in the presence of different concentrations (l to 30 mg) of the 5 proteins. 
The different proteins had variable effects on the viability of cryopreserved 
hepatocytes, indicating that their effects were dependent on the nature of the protein. 
The optimal viabilities obtained were 23.5 % for 10 mg ofWCS120, 37.1 % for 5 mg 
of WCS19, 19.4 % for 20 mg of WCOR410, 37.7 % for 20 mg of TaTIL and 45.9 % 
for 30 mg of TaIRl-2. These values were lower than those obtained when hepatocytes 
were cryopreserved with WPEs (72.1%) or DMSO (66.9%). We subsequently 
determined whether mixtures of two recombinant proteins could improve 
cryopreservation potential in rat hepatocytes (Fig. 3). The mixtures were prepared 
with the optimal concentrations of each protein, obtained in Figure 2. The highest 
viabilities obtained were 66.9 and 91.3 % for the combinations of WCS 19-TaTIL and 
WCS120-TaIRl-2, respectively (Fig. 3), with the latter giving the highest 
cryopreservation activity in rat hepatocytes. Therefore, the cryopreservation potential 
of WCS 120-TaIRl-2 and WCS 19-TaTIL recombinant proteins was further 
investigated. 
The 10ng-term cryopreservation potentia1 of wheat proteins was also evaluated. The 
viabilities of hepatocytes that were cryopreserved with crude or partially purified 
WPEs for 4 years were similar to values obtained after 7 days of freezing (data not 
sho",m). When recombinant wheat proteins were used as cryopreservants, viabilities 
after 2 years were equivalent to those obtained in cells that had been cryopreserved 
for 7 days (data not shown). 
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Plating Efficiency, Adherence, and Morphology of Cryopreserved Rat 
Hepatocytes 
The ability of thawed cells to survive in culture is one of the most important criteria 
for successfuI cryopreservation of hepatocytes. Thawed hepatocytes were seeded and 
plating efficiency was assessed after 3 h and 24 h in culture, relative to non­
cryopreserved hepatocytes (100 %). After 3 h in culture, plating efficiencies of 
thawed hepatocytes cryopreserved with SuIWPE, AcWPE, WCSI9-TaTlL and 
WCS120-TaIRI-2 (range from 76.4 to 77.4%), were higher than for the optimized 
DMSO standard (64.9 %) (Table 1). After 24 h, plating efficiencies ranged from 70.3 
to 74.3% % for thawed hepatocytes that were cryopreserved with SuIWPE, AcWPE, 
WCSI9-TaTlL and WCS120-TaIRl-2, compared to 50 % for those cryopreserved 
with DMSO (Table 1). These findings demonstrate that hepatocyte plating efficiencies 
were superior in the presence of purified WPEs and recombinant proteins mixtures, 
compared to the DMSO standard. 
Morphological analysis showed that fresh cells were spread out after 24 h in culture, 
whereas cryopreserved cells maintained a round shape (Fig. 4). However, cell to cell 
contacts were observed for fresh hepatocytes and those cryopreserved with SuJWPE, 
AcWPE, WCSI9-TaTIL and WCSI20-TaIRI-2, but were essentially absent for 
DMSO-cryopreserved hepatocytes (Fig. 4). Cells that were cryopreserved with wheat 
proteins appeared to be more clustered than those cryopreserved with DMSO. The 
presence of ce Il to cell contacts (Fig. 4) and higher attachment efficiencies (Table 1) 
of cells cryopreserved with wheat proteins, relative to DMSO, suggested a better 
conservation of membrane integrity. Furtheimore, our data indicate that hepatocytes 
cryopreserved with purified wheat proteins, rather than DMSO, exhibit properties of 
viability and adherence that are much c10ser to those of fresh cells. 
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Clinical transplantation of hepatocytes requires good viability and maximal 
attachment efficiency of cryopreserved hepatocytes. Compared to traditional 
cryopreservation protocols, our cryopreservative agent allows superior post­
cryopreservation recovery in terms of cell-cell and cell-matrix contacts, which are 
essential for the functional hepatic architecture (Li, 2007; Li et al., 1999; Terry et al., 
2006a; Terry et al., 2006b; Terry et al., 2006c; Zvibel et al., 2002). Our protocol for 
cryopreservation of hepatocytes could therefore be useful for clinical transplantation 
of patients afflicted with acute hepatic failure or metabolic problems. 
MetaboJic Activities of Cryopreserved Rat Hepatocytes 
CYP450 activity is the most labile function of the hepatocyte and hence is a good 
marker for evaluating hepatospecific functions. The functions of CYP450 isoforms 
allow evaluation of the capacity of hepatocytes to biotransform xenobiotics and to 
induce new protein synthesis of CYP450 isoforms. To demonstrate that 
cryopreserved hepatocytes retain their metabolic function, we measured the basal 
activities of 4 important CYP isoforms in suspensions of cryopreserved cells, 
immediately after thawing. The basal activities of CYP 3A1/2, CYP 2D2, CYP 1Al /2 
and CYP 2C6 in cells cryopreserved with SuIWPE, AcWPE and recombinant 
proteins were similar to that in freshJy isolated hepatocytes (Table II, Fig. SI). 
However, when hepatocytes were cryopreserved with DMSO, the basal activities of 
CYP 2D2 and CYP 3Al/2 isofonns were decreased, whereas CYP lA 1/2 and CYP 
2C6 were increased, when compared to fresh hepatocytes (Table II, Fig. SI). These 
results imply that DMSO could possibly inhibit isoforms CYP 2D2 and 3A 1/2 and 
induce isoforms CYP lAl/2 and 2C6. Our findings show that cryopreservation of 
hepatocytes with SuIWPE, AcWPE and recombinant wheat proteins is clearly more 
efficient compared to DMSO, since levels of basal activity of the 4 CYP450 isoforms 
after thawing were similar to that of fresh hepatocytes. 
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Induction of Cytochrome P450 Isoforms in Cryopreserved Rat Hepatocytes 
Subsequently, we investigated the induction of CYP activities ln hepatocytes 
cryopreserved with WPEs, compared to fresh cells and those cryopreserved with 
DMSO. Following cryopreservation with SuIWPE, AcWPE and recombinant proteins, 
hepatocytes were thawed and seeded in culture for 24 h. They were then maintained 
in culture for a further 2 days, either with or without inducers of CYP450 activity. 
The rates of induction of CYP 3A1/2, CYP 2D2 and CYP 2C6 activities ln 
hepatocytes cryopreserved with SuIWPE, AcWPE and recombinant proteins were 
similar to that obtained in freshly isolated cells (Table III, Figs. S2, S3, S5). For CYP 
1A1/2, the rate of induction of activity in heptaocytes cryopreserved with wheat 
proteins was 15% higher than that obtained in fresh cells (Table III, Fig. S4). 
However, when DMSO-cryopreserved hepatocytes were maintained in culture, the 
rates of induction of 3A 1/2 and 2C6 activities were 20 to 27% lower, while that of 
isofolm 2D2 was 80% lower (Table III, Figs. S2-S5). The rate of induction increased 
by 55% for isoform 1A 1/2, compared to fresh cells. 
The rates of induction of CYP450 activities for the 4 isoforms were compared 
between hepatocytes cryopreserved with non-purified WPEs and freshly isolated cells. 
The rates of induction of the CYP450 isoforms in monolayer cultures of hepatocytes 
cryopreserved with non-purified WPEs were similar to those in fresh cells 
(unpublished observations). For cells in suspension, rates of induction of CYP 2C6 
and 1A 1/2 were increased by about 25%, when hepatocytes were cryopreserved with 
non-purified WPEs. The present study demonstrates that induction of CYP450 
activity for the 4 isoforms in hepatocytes that were cryopreserved with SulWPE, 
AcWPE and recombinant wheat proteins was similar to that in freshly isolated cells, 
when cells were analysed both in suspension and in monolayer culture. Therefore, the 
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SuIWPE, Ac WPE and recombinant proteins appear to be more suitable for 
cryopreservation of hepatocytes when compared to DMSO. 
Several mechanisms have been proposed for cryopreservation-induced cellular 
damage (Baust et al., 2001; Karlsson et Toner, 1996; Terry et al., 2006b). 
Intracellular ice formation is known to inflict damage during cryopreservation of 
many cell types, including hepatocytes (Karlsson et al., 1993). In fact, cell membrane 
damage and physical cell rupture that occur during cryopreservation have been 
attributed to intracellular ice crystal formation and increased solute levels. 
Furthermore, extracellular ice surrounding cells can cause mechanical stress as weil 
as cell deformation (Karlsson et Toner, 1996). Indeed, electron microscope studies 
revealed ultrastructural changes in the plasma membrane caused by mechanical stress 
due to the formation of extracellular ice (Fujikawa et Miura, 1986). Furthermore, 
the extracellular ice is essential for the initiation of ice formation inside cells. 
Cryopreservation also causes the activation of apoptotic and necrotic stress pathways, 
which leads to a decline in cell viability and function (Terry et al., 2006b). The 
initiation of apoptosis after cryopreservation appears to be linked to mitochondrial 
damage. 
The higher capacity of recombinant proteins to protect cells against freezing damage 
during cryopreservation, compared to DMSO, could be related to their native 
functions in wheat. WCS 120 is a dehydrin that could possibly coat essential cellular 
proteins and protect them against conformational changes or agglomeration during 
freezing or dehydration (Houde et al., 1995). Less is known about the function of 
WCS 19, which appears to play a role in the enhancement of freezing tolerance 
(N'Dong et al., 2002). TaIRl-2 is a gene that is up-regulated during cold acclimation 
in freezing-tolerant cereals, (Sidebottom et al., 2000; Tremblay et al., 2005). Its 
product is an apoplastic protein that has an extracellular function in wheat by 
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inhibiting the growth of ice crysta1s (Tremblay et al., 2005). The ability of the TaIRI­
2 protein to inhibit the growth of ice crystals at the extracellular level would also 
decrease intracellular ice formation, which is likely to contribute to improved survival 
and protection of the plasma membrane during the cryopreservation of hepatocytes. 
TaTIL is a plant lipocalin associated with the plasma membrane in freezing tolerant 
plants. Functional studies revealed that this protein is involved in protecting plant 
cells against oxidative stress caused by freezing. Thus, TaTIL is likely to protect the 
plasma membrane from cryopreservation-induced membrane damage (Charron et al., 
2005; Frenette Charron et al., 2002). Oxidative stress has been proposed as a major 
mechanism of cell death during cryopreservation. Several studies have shown that 
cryopreservation decreases antioxidant defenses in hepatocytes. It was reported that 
cryopreservation of monolayers of rat hepatocytes using DMSO led to a 50% 
decrease in intracellular reduced glutathione (GSH) levels, along with a loss of 
glutathione synthetase expression (Stevenson et al., 2007). Glutathione synthetase is a 
critical enzyme that is essential for GSH synthesis. The addition of vitamin E and 
vitamin C during cryopreservation improved GSH levels, but not glutathione 
synthetase activity. The decreased ability to synthesise GSH would result in increased 
susceptibility of cryopreserved hepatocytes to damage inflicted by oxidative stress 
and other toxic insults. Preincubation of rat and human hepatocytes with a-lipoic acid 
prior to cryopreservation improved viability, LDH retention, attachment efficiency 
and albumin synthesis (Terry et al., 2006c). This compound has antioxidant 
properties by acting as a free radical scavenger, a metal chelator and increasing GSH 
status (Bustamante et al., 1998), which suggests that a-lipoic acid could protect cell 
membranes against oxidative damage during cryopreservation. 
In conclusion, this study demonstrates that the SulWPE, AcWPE and recombinant 
wheat proteins are efficient cryopreservation agents for hepatocytes. The viability, 
adherence and morphology of cells cryopreserved with Sul WPE, AcWPE and 
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recombinant proteins were similar to fresh cells. The hepatocytes retained their 
metabolic activities and their ability to respond to CYP inducers in a manner similar 
to fresh cells. The SuIWPE, AcWPE and recombinant proteins are non-toxic natural 
products that are economical and easy to prepare. They are efficient universal 
cryoprotectants that could replace DMSO, which has severe limitations due to 
cellular toxicity. However, it will be of interest to identify and to elucidate the 
functions of the specifie proteines) that confer these beneficial cryoprotective 
properties. 
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Table 1 Attachment efficiency of rat hepatocytes following cryopreservation with 
purified WPEs and recombinant wheat proteins. 
3 
e 
.
ryopreservahon agent 1,2Attachment 1,2Attachment 
efficiency (%) - 3 h efficiency (%) - 24 h 
None - fresh cells 100 ± 0.5 100±2.4 
DMSO 64.9 ± 1.7 50.3 ± 4.1 
SulWPE (41-S0%) 76.4 ± 1.4 72.3 ± 2.5 
AcWPE 76.5 ± 1.3 70.3 ± 2.4 
WeS19-TaTIL 77.4±l.S 74.3 ± 2.S 
WeS120-TaIRJ-2 77.2 ± 1.7 73.3 ± 2.6 
1Attachment efficiency was evaluated by LDH activity in freshly isolated and
 
cryopreserved hepatocytes after 3 h and 24 h in culture. Data are expressed as mean ±
 
SEM from three different experiments.
 
2Data are norrnalised to the fresh hepatocyte control (100%). The absolute value for
 
attachrnent efficiency in the control after 3 h was 77.3%.
 
3eryopreservants used were 15% DMSO + 50 % FBS (DMSO), SulWPE (20 mg),
 
AcWPE (20 mg), wes 19-TaTIL (5 mg/20 mg) or wes 120-TaIRJ-2 (10 mg/30 mg).
 
179
 
Table II	 Activities of cytochrome P450 isoforms in suspensions of hepatocytes 
following cryopreservation with purified WPEs and recombinant wheat 
proteins. 
2Cryopreservation agent CYP Isoform 
('ratio relative to fresh hepatocytes) 
3Al/2 2D2 1Al/2 2C6 
None - fresh cells 1.00 ± 0.05 1.00 ± 0.05 1.00 ± 0.05 1.00 ± 0.05 
DMSO 0.60 ± 0.03 0.29 ± 0.01 1.41 ± 0.07 1.26 ± 0.06 
Su1WPE (41-80%) 1.06 ± 0.05 1.08 ± 0.05 1.05 ± 0.05 1.04 ± 0.05 
AcWPE 1.04 ± 0.10 1.06 ± 0.05 1.05 ± 0.08 1.04 ± 0.08 
WCS19-TaTIL 1.05±0.10 1.07 ± 0.05 1.04 ± 0.08 1.04 ± 0.08 
WCS 120-TaIRl-2 1.05 ± 0.10 1.08 ± 0.05 1.04 ± 0.08 1.04 ± 0.08 
1Activities of CYP isoenzymes in suspensions of cryopreserved hepatocytes are
 
relative to that offresh hepatocytes (normalised to 1.00 ± 0.05).
 
2Cryopreservants used were 15 % DMSO + 50 % FBS (DMSO), SulWPE (20 mg),
 
AcWPE (20 mg), WCS19-TaTIL (5 mg/20 mg) or WCS120-TaIRl-2 (10 mg/30 mg).
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Table III	 Rates of induction of activities of cytochrome P450 isoforms in monolayer 
cultures of hepatocytes following cryopreservation with purified WPEs 
and recombinant wheat proteins. 
2Cryopreservation agent CYP Isoform 
('ratio relative to fresh hepatocytes) 
3Al/2 2D2 1A1/2 2C6 
None - fresh cells 1.00 ± 0.05 1.00 ± 0.05 1.00 ± 0.05 1.00 ± 0.05 
DMSO 0.82 ± 0.04 0.20 ± 0.10 1.55 ± 0.77 0.73 ± 0.04 
SulWPE (41-80%) 0.98 ± 0.05 1.00 ± 0.05 1.15±0.06 0.97 ± 0.05 
AcWPE 0.98 ± 0.05 0.99 ± 0.05 1.15 ± 0.06 0.97 ± 0.05 
WCS 19-TaTIL 0.98 ± 0.05 0.99 ± 0.05 1.16 ± 0.06 0.94 ± 0.05 
WCS120-TaIRI-2 0.98 ± 0.05 0.99 ± 0.05 1.15 ± 0.06 1.00 ± 0.05 
1Rates of induction of activities (lnducedlnon-induced) of CYP isoenzymes in
 
monolayer cultures of cryopreserved cells are relative to that of fresh hepatocytes
 
(normalised to 1.00 ± 0.05).
 
2Cryopreservants used were 15 % DMSO + 50 % FBS (DMSO), SulWPE (20 mg),
 
AcWPE (20 mg), WCSI9-TaTIL (5 mg/20 mg) or WCS120-TaIRI-2 (10 mg/30 mg).
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7.6 FIGURES LEGENDS 
Figure 1. Cryopreservation potential of AcWPE and SulWPE In isolated rat 
hepatocytes. 
Viability of hepatocyte suspensions (1.5 x 106 cells/mL) after 7 days of freezing was 
evaluated with calceinIPI by flow cytometry. Hepatocytes were frozen in WME 
supplemented with: 10 % FBS (WME), or 15 % DMSO and 50 % FBS (DMSO), or 
20 mg ofWPE, or 20 mg and 40 mg of AcWPE, or 20 mg ofSulWPE (saturation at 
40 % (21-40 %),60 % (41-60 %) and 80 % (61-80 %)). Freshly isolated hepatocytes 
(Fresh) served as reference. Data (mean ± SEM) represent triplicate measurements of 
three different preparations of WPEs in at least four independent experiments with 
different ceH preparations (n = 36). 
Figure 2. Cryopreservation potential of individual wheat recombinant proteins In 
isolated rat hepatocytes. 
Viability of hepatocyte suspensions (1.5 x 106 cells/mL) after 7 days of freezing was 
evaluated with calceinIPI. Hepatocytes were frozen in WME supplemented with 1, 2, 
5, 10, 20 and 30 mg of different wheat recombinant proteins (WCS 120, WCS 19, 
WCOR410, TaTIL and TaIRI-2). It should be noted that 20 and 30 mg quantities of 
certain proteins were not tested since they were too viscous. Data (mean ± SEM) 
represent triplicate measurements of three different preparations of recombinant 
proteins in at least four independent experiments with different cell preparations (n = 
36). 
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Figure 3. Cryopreservation potential of combinations of wheat recombinant proteins 
in isolated rat hepatocytes. 
Viability of hepatocyte suspensions (1.5 x 106 cells/mL) after 7 days of freezing was 
evaluated with calceinIPi. Hepatocytes were frozen in WME supplemented with 
combinations of two different wheat recombinant proteins. Quantities of proteins 
were: 10 mg of WCS120, 5 mg of WCS19, 20 mg of WCOR410, 20 mg of TaTIL 
and 30 mg of TaIRl-2. Data (mean ± SEM) represent triplicate measurements ofthree 
different preparations of recombinant proteins in at least four independent 
experiments with different cell preparations (n = 36). 
Figure 4: Cellular morphology of cryopreserved hepatocytes. 
Cellular morphology was visualized 24 h after seeding thawed rat hepatocytes 
following cryopreservation for 7 days in WME supplemented with: 15 % DMSO and 
50 % FBS (DMSO), or WCS19-TaTIL (5 mg/20 mg), or WCSI20-TaIRl-2 (10 
mg/30 mg), or 20 mg ofSulWPE (saturation 41-80 %), or 20 mg of AcWPE. Freshly 
isolated hepatocytes served as reference (FRESH). Hepatocytes (250 x 103 ce lis/mL) 
were visualized by microscopy (magnification 100X). Photographs are from one 
representative experiment, which was repeated at least three times. 
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Figure 4 Cellular morphology of cryopreserved hepatocytes. 
7.8 SUPPLEMENTAL DATA LEGENDS 
Figure SI Basal activity of 4 cytochrome P450 isoforms in cryopreserved 
hepatocytes: effects ofSulWPE, AcWPE and recombinant proteins. 
Rat hepatocytes were cryopreserved for 7 days in WME supplemented with: 15 % 
DMSO and 50 % FBS (DMSO), or 20 mg of SulWPE (saturation 41-80 %), or 20 mg 
of AcWPE, or WCS19-TaTIL (5 mg/20 mg), or WCSI20-TaIRI-2 (10 mg/30 mg). 
Activity of the 4 CYP450 isoforms was evaluated in cell suspensions immediately 
post-thaw using the following fluorescent probes: A) CYP 3A1/2 (probe DFB), B) 
CYP 2D2 (probe AMMC), C) CYP 1A 1/2 (probe CEe) and D) CYP 2C6 (probe 
MfC). Freshly isolated hepatocytes (Fresh) served as reference. Data (mean ± SEM) 
represent duplicate measurements from four experiments with different cell 
preparations (n = 8). *p<0.05, ** p<O.Ol, *** p<O.OOl. 
Figure S2 Metabolic activity of cytochrome P450 isoform CYP 3AI/2 In 
cryopreserved hepatocytes: effects of SuIWPE, Ac WPE and recombinant proteins. 
Rat hepatocytes were cryopreserved for 7 days in WME supplemented with: 15 % 
DMSO and 50 % FBS (DMSO), or 20 mg of SulWPE (saturation 41-80 %), or 20 mg 
of AcWPE, or WCSI9-TaTIL (5 mg/20 mg), or WCSI20-TaIRI-2 (10 mg/30 mg). 
Hepatocytes were thawed and seeded in culture for 24 h. Dexamethasone was then 
used to induce activity during 48h. A) Activity and B) rate of induction (induced/ 
non-induced) of CYP 3Al/2 were evaluated using DFB in cells in culture. Freshly 
isolated hepatocytes (Fresh) were cultured for 72 h and served as reference. Data 
(mean ± SEM) represent duplicate measurements from four experiments with 
different cell preparations (n = 8). * p<0.05, ** p<O.OI, *** p<O.OOl. NI= non­
induced and I=induced. 
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Figure S3 Metabolic activity of cytochrome P4S0 isoform CYP 2D2 ln 
cryopreserved hepatocytes: effects ofSulWPE, AcWPE and recombinant proteins. 
Rat hepatocytes were cryopreserved for 7 days in WME supplemented with: IS % 
DMSO and SO % FBS (DMSO), or 20 mg of SulWPE (saturation 41-80 %), or 20 mg 
of AcWPE, or WCSI9-TaTiL (S mg/20 mg), or WCSI20-TaIRl-2 (10 mg/30 mg). 
Hepatocytes were thawed and seeded in culture for 24 h. Dextromethorphan was then 
used to induce activity during 48h. A) Activity and B) rate of induction (induced/ 
non-induced) of CYP 2D2 were evaluated using AMMC in cells in culture. Freshly 
isolated hepatocytes (Fresh) were cultured for 72 h and served as reference. Data 
(mean ± SEM) represent duplicate measurements from four experiments with 
different cell preparations (n=8). *p<O.OS, ** p<O.OI, *** p<O.OOl. NI= non-induced 
and I=induced. 
Figure S4 Metabolic activity of cytochrome P4S0 isoform CYP lA1/2 In 
cryopreserved hepatocytes: effects ofSulWPE, AcWPE and recombinant proteins. 
Rat hepatocytes were cryopreserved for 7 days in WME supplemented with: IS% 
DMSO and 50 % FBS (DMSO), or 20 mg ofSulWPE (saturation 41-80 %), or 20 mg 
of AcWPE, or WCSI9-TaTIL (5 mg/20 mg), or WCSI20-TaIRl-2 (10 mg/30 mg). 
Hepatocytes were thawed and seeded in culture for 24 h. Benzo-a-pyrene was then 
used to induce activity during 48h. A) Activity and B) rate of induction (induced/ 
non-induced) of CYP 1A 1/2 were evaluated using CEC in cel1s in culture. Freshly 
isolated hepatocytes (Fresh) were cultured for 72 h and served as reference. Data 
(mean ± SEM) represent duplicate measurements from four experiments with 
different cell preparations (n=8). *p<0.05, ** p<O.OI, *** p<O.OOl. NI= non-induced 
and I=induced. 
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Figure SS Metabolic activity of cytochrome P4S0 isofonn CYP 2C6 In 
cryopreserved hepatocytes: effects of SulWPE, AcWPE and recombinant proteins. 
Rat hepatocytes were cryopreserved for 7 days in WME supplemented with: IS % 
DMSO and 50 % FBS (DMSO), or 20 mg ofSuIWPE (saturation 41-80 %), or 20 mg 
of AcWPE, or WCSI9-TaTIL (S mg/20 mg), or WCSI20-TaIRl-2 (10 mg/30 mg). 
Hepatocytes were thawed and seeded in culture for 24 h. Phenobarbital was then used 
to induce activity during 48h. A) Activity and B) rate of induction (induced/ non­
induced) of CYP 2C6 were evaluated using MFC in cells in culture. Freshly isolated 
hepatocytes (Fresh) were cultured for 72 h and served as reference. Data (mean ± 
SEM) represent duplicate measurements from four experiments with different cell 
preparations (n=8). * p<O.OS, ** p<O.OI, *** p<O.OOl. NI= non-induced and 
I=induced. 
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Les hépatocytes cryoconservés de haute qualité sont d'une valeur considérable pour 
des investigations dans les domaines de l'hépatologie, de la pharmacologie, et de la 
toxicologie (Powis et al., 1987; Santone et al., 1989; Zaleski et al., 1993). 
L'utilisation des hépatocytes cryoconservés d'une seule source permettrait des 
investigations sur des groupes bien définis de cellules. En outre, les mêmes cellules 
pourraient alors être utilisées dans différents laboratoires, offrant ainsi l'avantage d'un 
étalonnage expérimental. Par ailleurs, les hépatocytes cryoconservés de haute qualité 
pourraient également être un avantage pour le développement de procédés 
bioartificiels hépatiques ainsi que pour la transplantation clinique qui dépendent 
énormément d'unités fonctionnelles aisément disponibles et de bonne qualité 
(Gerlach et al., 1994; Takahashi et al., 1993; Terry et al., 2üü6b; Uchino et al., 1991). 
Les principaux problèmes rencontrés avec les méthodes classiques de 
cryoconservation des hépatocytes sont les faibles taux de survie en culture ainsi que 
la diminution de leur intégrité métabolique et fonctionnelle ainsi que de leur 
adhérence. Les hépatocytes sont extrêmement sensibles aux dommages occasionnés 
lors des cycles de congélation et de dégel, même après l'addition de cryoprotecteurs 
classiques. Contrairement aux lignées cellulaires, les cultures primaires d'hépatocytes 
ne se divisent pas en culture sans l'addition de facteurs de croissance spécifiques. Des 
agents cryoprotecteurs, principalement le DMSO, sont actuellement utilisés pour 
protéger les cellules et les tissus contre la déshydratation provoquée par la formation 
de la glace intracellulaire pendant la congélation. Cependant, ils sont cytotoxiques et 
doivent être éliminés rapidement après décongélation (Fahy, 1986) sinon ils causent 
un stress osmotique qui affecte les fonctions cellulaires (Schneider et Mazur, 1987). 
En conséquence, les cellules cryoconservées ne représentent pas l'état métabolique 
normal d'une cellule ou d'un tissu et peut mener, lors de leur utilisation, à une 
interprétation incorrecte des résultats. Ainsi une méthode plus efficace de 
cryoconservation est nécessaire afin de diminuer les dommages cellulaires et 
fonctionnels occasionnés lors de la cryoconservation des hépatocytes. 
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Pour découvrir une alternative aux cryoprotecteurs actuellement utilisés, nous avons 
exploré l'utilisation des substances produites par les organismes qui survivent à des 
conditions de congélation. Les plantes, telle que le blé d'hiver, accumulent plusieurs 
composés qui assurent leur survie durant la congélation (Guy, 1990; Thomashow, 
1990). Parmi ces composés, on retrouve des sucres, des acides aminés et des 
protéines telles que les protéines antigel (AFPs) et les déhydrines. Ces protéines ont 
la capacité de protéger les cellules contre la déshydratation provoquée lors de la 
congélation. Ces propriétés ont donc un avantage certain en vue d'une meilleure 
cryoconservation des hépatocytes. 
Lorsque les plantes sont soumises à de basses températures, un processus nommé 
l'acclimatation au froid (CA), associé au développement de la tolérance à la 
congélation (FT), se produit. L'une des stratégies que les plantes résistantes au froid, 
telles que les plants de blé, utilisent pour tolérer les températures inférieures à 0 Oc 
est l'accumulation de protéines associées à la congélation telles que des protéines 
antigels (AFPs) et des déhydrines (Breton et al., 2000). 
Les AFPs démontrent in vitro deux types d'activités. La première est la diminution 
non colligative de la température de congélation des solutés. La seconde est 
l'inhibition de la recristallisation de glace (IRI), qui est l'inhibition de la croissance 
de plus grands cristaux de glace aux dépends de plus petits cristaux (Knight et al., 
1984). En outre, les AFPs peuvent protéger les membranes cellulaires contre les 
dommages induits par le froid (Breton et al., 2000). Les déhydrines sont hydrophiles, 
résistantes à la dénaturation par ébullition et possèdent des régions capables de 
former une hélice amphipatique. Ces propriétés peuvent leur permettre de protéger les 
cellules contre les dommages produits par le stress de la congélation, en stabilisant les 
protéines et les membranes au cours de la déshydratation causée par la congélation 
(Breton et al., 2000). 
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Dans le premier article (Hamel et al., 2006), nous avons exploré la capacité d'un 
extrait brut de protéines provenant de blé tolérant au gel (WPE), acclimaté (CA) ou 
non (NA) au froid, d'agir comme cryoprotecteur pour les hépatocytes de rats. Nos 
résultats démontrent clairement que 20 mg de NA WPE (68.4% viabilité) est aussi 
efficace que 15% DMSO supplémenté avec 50% SVF (62.5% viabilité) pour la 
cryoconservation des hépatocytes. Cependant, 20 mg de CA WPE donne une viabilité 
plus basse de l'ordre de 35%. Cette faible viabilité peut être causée par la présence de 
certains composés phénoliques qui sont connus pour s'accumuler durant 
l'acclimatation au froid ou par une hausse de l'osmolarité de l'extrait végétal. 
Néanmoins, l'activité cryoprotectrice est spécifique à l'extrait végétal puisque le BSA 
ou les protéines d'E. coli ne démontre pas cette activité. 
Il est connu que les plants de blé acclimatés au froid accumulent plusieurs composés 
tels des sucres, des acides aminés et des protéines (AFPs, déhydrines) qui assurent la 
survie des plants de blé durant les gels hivernaux (Guy, 1990; Thomashow, 1990). 
Nous nous attendions à ce que l'extrait brut de blé acclimaté au froid nous donne une 
meilleure viabilité des cellules après dégel. L'obtention de résultats contradictoires en 
regard de nos hypothèses nous pousse donc à déterminer les composantes de l'extrait 
de blé qui confèrent ce potentiel cryoprotecteur. 
Nous avons donc procédé à une purification partielle de l'extrait brut selon deux 
protocoles différents soit une précipitation différentielle au sulfate d'ammonium ou 
une précipitation à l'acétone. La précipitation au sulfate d'ammonium est effectuée à 
divers % de saturation: 20-40 %, 41-60 %, 61-80 % et 81-100 %. La précipitation à 
l'acétone est effectuée pour sa part à 55 % (v/v). Ces extraits partiellement purifiés 
ont été testés pour leur capacité cryoprotectrice, 20 mg de protéines précipitées au 
sulfate d'ammonium (40, 60 et 80 % de saturation) donne des viabilités de J'ordre de 
61, 82.64 et 84.34 %, respectivement. Le maximum de viabilité se situant entre un % 
de saturation de 41 et 80 %. Donc l'extrait partiellement purifié au sulfate 
199 
d'ammonium (SuIWPE) est obtenu après une première précipitation à 40 % (cet 
extrait n'est pas conservé) suivi d'une seconde à 80 %.. Les extraits précipités à 
l'acétone ont également été testés, 20 ou 40 mg d'AcWPE, donne des viabilités de 
l'ordre de 77.32 et 84.95 %, respectivement (Grondin et al., 2008-c). Les deux 
extraits purifiés démontrent une plus grande capacité cryoprotectrice que la technique 
classique du DMSO ainsi que l'extrait brut de blé (WPE). 
Afin de déterminer le contenu en protéines de l'extrait SulWPE et ainsi trouver les 
protéines potentiellement impliquées dans la cryoprotection, l'extrait a été purifié sur 
un tamis moléculaire (sephacryl S200) pour séparer les différentes protéines selon 
leur poids moléculaire. La fraction ayant démontré la plus grande activité 
cryoprotectrice fut caractérisée par spectroscopie de masse. Les analyses ont mis à 
jour la présence de 4 protéines d'intérêt soit: les sous-unités Alpha et Bêta de la 
chaperonine 60, la thioredoxine et la phenylalanine ammonia-lyase (PAL). Le 
clonage de ces protéines a débuté. Une purification des protéines glycosylées sur 
Concanavaline A a également été effectuée sur l'extrait SuIWPE. La fraction ayant la 
plus grande activité cryoprotectrice fut caractérisée par spectroscopie de masse. 
Cependant, aucune protéine n'a pu être ciblée par les analyses de spectroscopie de 
masse. 
Plusieurs tests ont été effectués sur les extraits WPE, AcWPE et SuIWPE. Une bonne 
viabilité après un cycle de gel/dégel est importante mais plusieurs autres paramètres 
doivent être observés. Pour que les cellules cryoconservées avec ces extraits puissent 
être utilisables en recherche, il est primordial qu'elles adhèrent en culture et 
conservent leurs fonctions hépatospécifiques. 
Les échantillons cryoconservés avec les WPEs ont été soumis à plusieurs tests après 
leur mise en culture. Le premier test fut l'analyse de leur capacité d'adhésion et de 
leur morphologie en culture. Puisqu'il est reconnu que les hépatocytes cryoconservés 
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avec la teclmique classique possèdent une adhésion de seulement 50 % 
comparativement à une culture non cryoconservée (Hamel et al., 2006), nous 
espérions que les WPEs permettraient un meilleur maintien de la capacité d'adhésion 
des hépatocytes. L'adhésion des cellules cryoconservées avec les WPEs est similaire 
aux cellules cryoconservés avec la technique classique (soit 50 % d'adhésion) (Hamel 
et al., 2006). Bien que l'adhésion soit similaire pour les cellules cryoconservés avec 
le DMSO ou les WPEs, les hépatocytes cryoconservés avec les WPEs ont une 
morphologie cellulaire en culture plus similaire à celle de cellules fraîchement isolées. 
Les hépatocytes cryoconservés avec les WPEs effectuent des contacts cellules­
cellules qui ne sont pas observés chez une culture de cellules cryoconservées avec la 
technique classique au DMSO. 
3e 4eLes et articles démontrent toutefois que les extraits AcWPE et SulWPE 
permettent une meilleure adhésion des hépatocytes post-congélation. L'adhésion, 
après dégel (adhésion après 3 h en culture), des cultures de cellules cryoconservées 
avec les AcWPE et SulWPE est de 76 % comparativement à 65 % pour les cellules 
cryoconservées avec la technique classique au DMSO. Après 24 h en culture, les 
cellules cryoconservées avec AcWPE et SulWPE maintiennent une adhésion 
supérieure (70 %) aux cellules cryoconservées avec la technique classique ou les 
WPEs (environ 50 %) (Grondin et al., 2008-a, 2008-c). 
Tel qu'observé pour les cellules cryoconservées avec les WPEs, les analyses 
microscopiques démontrent que les cellules cryoconservées avec AcWPE et SulWPE 
retrouvent en culture une morphologie similaire aux cellules fraîches avec des 
contacts cellules-cellules. Ceci suggère donc une meilleure conservation de l'intégrité 
membranaire des cellules cryoconservées avec des extraits végétaux que pour celles 
cryoconservées avec la technique classique (Grondin et al., 2008-a). 
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Le pouvoir cryoprotecteur de l'extrait dialysé de blé acclimaté étant équivalent à celui 
au blé non acclimaté, nous avons émis l 'hypothèse que les protéines de tolérances au 
gel (FTPs) n'étaient pas en quantité suffisante pour augmenter le potentiel 
cryoprotecteur de l'extrait acclimaté. Donc, pour détenniner si les FTPs ont un 
potentiel cryoprotecteur nous avons opté pour la production de protéines 
recombinantes. Cinq protéines augmentant de façon quantitative durant 
l'acclimatation au froid du blé d'hiver ont donc été ciblées, soient: WCSI20, WCSI9, 
WCOR41O, TaTIL et TalRI-2. 
Les protéines d'acclimatation au froid du blé utilisées seules dans des essais de 
cryoconservation ne pennettent pas d'obtenir des viabilités égales ou supérieures à la 
technique classique. Les meilleures viabilités obtenues sont de l'ordre de 23.46 % 
pour 10 mg de WCSI20, 37.07 % pour 5 mg WCSI9, 19.40 % pour 20 mg de 
WCOR410, 37.70 % pour 20 mg de TaTIL et de 45.94 % pour 30 mg de TaIRI-2. 
Cependant, lorsque ces protéines sont utilisées conjointement, nous obtenons des 
viabilités comparables ou supérieures à la technique classique (WCOR41 O-TaIRl 
(54.41 %), WCS120-TaTIL (57.68 %), WCS19-WCOR410 (57.73 %), WCOR410­
TaTIL (59.81 %), WCOR410-WCS120 (66.52 %), WCS19-TaTIL (66.91 %) et 
WCS120-TaIRI (91.27 %)) (Grondin et al., 2008-c). 
En plus de maintenir une bonne viabilité, les duos de protéines pennettent une 
adhésion cellulaire après dégel plus efficace que la technique classique ou les WPEs. 
Après 3 h en culture, environ 77 % des cellules cryoconservées avec les duos de 
protéines sont adhérentes comparativement à 65 % pour la technique classique et les 
WPEs. Après 24 h en culture, l'efficacité d'attachement est d'environ 70 %, soit 
équivalente à celle des cellules cryoconservées avec les AcWPE et SuIWPE, 
comparativement à seulement 50 % pour les cellules cryoconservées avec la 
technique classique ou les WPEs (Grondin et al., 200S-a, 200S-c). 
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Les analyses morphologiques par microscopie démontrent qu'après 24 h, en culture 
les cellules cryoconservées avec les duos de protéines demeurent plutôt rondes et ne 
s'étalent pas comme les cellules fraîches. Par contre, des contacts cellules-cellules et 
des regroupements de cellules sont observés tel que pour les cultures de cellules 
fraîches, alors que ces observations sont quasi inexistantes chez les cultures de 
cellules cryoconservées selon la technique classique avec le DMSO. 
Une bonne viabilité et l'adhésion cellulaire ne suffisent cependant pas à caractériser 
les cellules cryoconservées. Il est nécessaire que les fonctions spécifiques des cellules 
le soient également. Plusieurs fonctions hépatospécifiques des cellules 
cryoconservées ont donc été testées. 
Puisque l'une des étapes importantes du développement de nouvelles molécules en 
industrie pharmaceutique est la caractérisation des profils et de taux métaboliques, il 
est important de vérifier le maintien des fonctions métaboliques des hépatocytes 
cryoconservés. Nous avons précédemment démontré que le taux de sécrétion de 
l'albumine par les hépatocytes frais et cryoconservés montrait un modèle typique de 
la synthèse d'albumine dans les hépatocytes primaires in vitro (Hamel et al., 2006) tel 
que décrit par d'autres laboratoires (Guillouzo et al., 1988; Kim et al., 2001a; Son et 
al., 2004; Sosef et al., 2005). Cependant, les taux de sécrétion de l'albumine par les 
hépatocytes cryoconservés avec le DMSO sont inférieurs à ceux retrouvés dans les 
hépatocytes frais ou cryoconservés avec les WPEs (Hamel et al., 2006). Ceci est 
probablement attribuable aux dommages provoqués par la congélation. Nous avons 
donc démontré l'avantage de l'utilisation des WPEs en tant qu'agents cryoprotecteurs. 
Une seconde fonction importante des hépatocytes est la synthèse de l'urée. Celle-ci 
nécessite une grande quantité d'énergie des cellules et est un indicateur sensible du 
métabolisme énergétique des hépatocytes (Zaleski et Bryla, 1978). Les hépatocytes 
cryoconservés avec le DMSO ont synthétisé de l'urée à un taux inférieur comparé à 
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celui des cellules fraîches ou cryoconservés avec les WPEs. En revanche, les 
hépatocytes cryoconservés avec les WPEs ont maintenu leur fonction de 
désintoxication de l'ammonium à un niveau semblable à celui des hépatocytes frais 
(Hamel et al., 2006). Ces résultats nous démontrent le potentiel des WPEs à 
conserver intact les activités métaboliques primaires telles que la synthèse de 
protéines, l'expression de gènes hépatospécifiques, la transcription, ainsi que les 
voies de sécrétion. 
Les cellules cryoconservées avec l'AcWPE et le SuIWPE, étant disponibles en plus 
faible quantité, une fonction hépatospécifique impliquant une synthèse de protéines et 
une fonction de détoxification a été vérifiée. La capacité des hépatocytes frais et 
cryoconservées avec les WPE, AcWPE, SulWPE ou DMSO à répondre à des 
inducteurs des isoformes du cytochrome P450 a donc été étudiée. Le contenu en 
cytochrome P450 étant l'une des fonctions la plus labile dans les cultures 
d 'hépatocytes (Grant et al., 1985; Paine, 1990), et très sensible aux changements de 
l'environnement cellulaire, il permet donc une évaluation critique de la fonction des 
cellules après dégel. Pour une induction du cytochrome P450 (CYP), il doit y avoir 
une synthèse de novo de protéines. L'induction du CYP démontre donc le maintien 
de la capacité de synthèse de protéine, ou d'expression de gènes hépatospécifiques. 
Le CYP permet la détoxification des xénobiotiques, l'une des fonctions les plus 
importantes du foie. Dans l'industrie pharmaceutique, la fonction du CYP permet de 
déterminer la clairance d'une molécule d'intérêt ainsi que les métabolites secondaires 
potentiellement toxiques produits par cette molécule. Le maintien de CYP fonctionnel 
des hépatocytes est donc d'un intérêt considérable pour l'industrie pharmaceutique. 
Dans le premier article, des hépatocytes frais et cryoconservés avec les WPEs ou 
DMSO ont été induits afin de déterminer le maintien de leur capacité de réponse aux 
inducteurs de CYP. Les hépatocytes cryoconservés avec le DMSO maintiennent la 
plupart des activités métaboliques (Li et al., 1999), aussi bien que leur capacité 
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d'induction des enzymes du métabolisme (Hengstler et al., 2000a; Hengstler et al., 
2000b; Silva et al., 1999; Sosef et al., 2005). Nous avons démontré que les cellules 
cryoconservées avec le DMSO répondent aux inducteurs du CYPIAI et du CYP2B 
de manière similaire aux cellules fraîches, bien qu'avec une induction légèrement 
inférieure. L'induction de l'activité CYP a été corrélée à une augmentation du taux de 
synthèse de protéines CYP, en accord avec d'autres études (Madan et al., 1999; Silva 
et al., 1999). Pour les hépatocytes cryoconservés avec les WPEs, nous avons observé 
le même taux d'induction de l'activité et de la synthèse protéique que pour les 
cellules fraîches. Encore une fois, cela démontre l'efficacité des WPEs 
comparativement à la technique classique pour cryoconserver les hépatocytes et 
maintenir leurs activités métaboliques au même taux que les cellules fraîches (Hamel 
et al., 2006). 
Dans le deuxième et quatrième article (Grondin et al., 200S-b, 200S-c), l'analyse des 
isoformes du CYP a été élargi aux quatre principaux isoformes soient CYP3A, 1A J/2, 
20 et 2C. Dans cette étude, chaque isoforme est induit avec l'un de ses inducteurs 
connus. Il semble que certains isoformes du CYP soient plus sensibles à la 
cryoconservation. Les résultats démontrent que le maintien des isoformes est plus 
stable chez les cellules cryoconservées avec les AcWPE, SulWPE et les duos de 
protéines que chez les cellules cryoconservées avec le NA WPE. Les cellules 
cryoconservées avec les extraits de blé (brut ou partiellement purifiés) et avec les 
duos de protéines maintiennent toutefois mieux les fonctions des CYP que les cellules 
cryoconservées avec la technique classique. 
En conclusion, les extraits de blé (bruts ou partiellement purifiés) et les duos de 
protéines sont de meilleurs cryoprotecteurs que le DMSO. La viabilité, l'adhésion 
cellulaire ainsi que le maintien des fonctions hépatospécifiques sont supérieurs avec 
notre technique de cryoconservation qu'avec la technique classique au DMSO. Par 
ailleurs, les extraits de blé (brut ou partiellement purifiés) sont naturels et non 
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toxiques pour les cellules. L'utilisation de l'extrait brut ou partiellement purifié 
comme agent de cryoconservation est fonction de l'utilisation à laquelle sont 
destinées les cellules. Il est certain que l'extrait partiellement purifié est plus coûteux 
mais il est préférable de l'utiliser dans les cas où les cellules à cryoconserver sont 
d'une grande valeur. 
CHAPITRE IX
 
LES EFFETS DE LA CRYOCONSERVATION SUR L'ACTIVITÉ
 
MÉTABOLIQUE DES ISOFORMES DU CYTOCHROME P450
 
CHEZ LES HÉPATOCYTES
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Les CYPs permettent de métaboliser les xénobiotiques qui sont les molécules de 
faible masse moléculaire étrangères à l'organisme, comme des médicaments, les 
composants de la fumée de cigarette, des polluants atmosphériques ou des composés 
d'origine alimentaire (Beaune, 2001). Les métabolites produits sont généralement 
moins toxiques que les produits initiaux, mais dans certains cas, les métabolites 
produits sont toxiques. Ce sont les erreurs d'un système très efficace pour transformer 
les xénobiotiques en métabolites non réactifs faciles à éliminer. Ainsi un 
xénobiotique peut être transformé en métabolites non toxiques ou toxiques, voir 
cancérigènes. L'équilibre entre ces voies dépend de la nature et de l'expression des 
enzymes du métabolisme des xénobiotiques et en particulier des cytochromes P450. 
L'expression peut varier en fonction de facteurs génétiques, environnementaux ou 
physiopathologiques (Beaune, 2001). L'étude des métabolites résultant du 
métabolisme des xénobiotiques doit donc être effectuée pour prévoir leur toxicité ou 
leur potentiel carcinogène. 
Le métabolisme des médicaments permet leur élimination qui est le facteur le plus 
fréquemment responsable des différences interindividuelles en pharmacocinétique des 
médicaments. L'expression des enzymes métabolisant les médicaments montre des 
différences significatives inter-espèces, et une variabilité parmi les individus 
(enzymes polymorphes ou inductibles) rendant ainsi difficile de prévoir de manière 
précise le métabolisme d'un nouveau composé chez l'homme. Plusieurs questions clés 
doivent être adressées dans les premières étapes du développement des médicaments 
afin d'améliorer le choix des candidats: a) comment le composé sera métabolisé 
(vitesse d'élimination); b) quels métabolites seront produits (profil métabolique); c) 
quelles enzymes sont impliquées et dans quelle mesure; et d) quelles interactions 
directes (interactions médicamenteuses) ou indirectes (induction enzymatique) par le 
composé administré seront observées sur le métabolisme des médicaments (Gomez­
Lechon et al., 2003). 
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Les études du métabolisme de médicaments sont habituellement réalisées chez les 
animaux de laboratoire, mais elles ne sont pas suffisamment précises pour prévoir les 
profils métaboliques des médicaments chez l'homme. Plusieurs de ces questions 
peuvent maintenant être abordées par l'utilisation de modèles humains appropriés, qui 
accélèrent le choix de nouveaux médicaments candidats. Les hépatocytes humains 
sont le modèle in vitro Je plus similaire au foie humain, et ils sont le seul modèle qui 
permet de produire le profil métabolique d'un médicament similaire à ce qui est 
trouvé in vivo (Gomez-Lechon et al., 2003). 
L'utilisation des hépatocytes humains dans les systèmes de criblage à haut débit est 
restreinte, car leur disponibilité est limitée. L'industrie pharmaceutique a fait des 
efforts considérables afin de développer des modèles in vitro rapides et fiables pour 
surmonter ces inconvénients. Les études comparatives sur des microsomes et des 
cellules hépatocytaires ont démontré des différences dans les profils métaboliques des 
médicaments qui valorisent le choix des espèces animales utilisées pour les études 
pharmacocinétiques et toxicologiques (Gomez-Lechon et al., 2003). Les essais 
fiables des médicaments candidats fut et continuera d'être un défi pour les 
toxicologues de l'industrie pharmaceutique (Mueller et al., 2007). Il est donc 
important de résoudre le problème de disponibilité des hépatocytes humains et 
d'autres espèces. La cryoconservation efficace permettant d'obtenir le maximum de 
cellules viables et fonctionnelles est donc primordiale. Ceci permettrait d'effectuer les 
tests de métabolisme des xénobiotiques sur des cellules de plusieurs espèces, y 
compris humaine, afin de permettre d'identification des différences inter-espèces et 
de trouver le système le plus reproductible pour les études de métabolisme. 
L'étude des isoformes du cytochrome P450 est fondamentale pour la pharmacologie. 
Les interactions médicamenteuses reliées aux isoformes du cytochrome P450 sont 
très importantes pour les études cliniques. Plusieurs consensus thérapeutiques 
utilisent divers médicaments dans un régime thérapeutique (polypharmacie). Cette 
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situation est accentuée par l'apparition de nombreuses classes pharmacologiques 
permettant l'élaboration de diverses combinaisons médicamenteuses. Bien qu'elles 
soient justifiées au niveau de l'efficacité, les associations médicamenteuses peuvent 
toutefois prédisposer à des interactions médicamenteuses (Beaune, 2001). 
L'implication des isoformes du CYP doit être élucidée. Il est important de déterminer 
par quel isoforme du CYP est métabolisé un xénobiotique, ainsi que l'influence sur 
les autres CYP, afin de prédire les interactions médicamenteuses potentielles. 
Les études des CYPs requièrent des inducteurs. Ces inducteurs permettent (1) 
l'augmentation du métabolisme de certaines médicaments, donc un effet 
thérapeutique diminué des autres médicaments, (2) J'activation des pro-médicaments, 
causant un changement dans leur efficacité et leur pharmacocinétique, ou (3) 
l'augmentation de la bioactivation des médicaments qui contribuent à leur 
hépatotoxicité par l'intermédiaire d'intermédiaires réactifs (Hewitt et al., 2007). 
Toutes ces études peuvent être réalisées in vitro, d'où l'importance pour l'industrie 
pharmaceutique de développer des techniques de cryoconservation efficaces afin de 
combler leurs besoins en cellules. Il est également important d'évaluer le maintien de 
l'expression des différents CYPs après cryoconservation, comparativement au niveau 
dans les cellules fraîches. 
Les niveaux d'activité de chaque isoforme du CYP juste après le dégel selon la 
technique de cryoconservation sont intéressants afin de déterminer le protocole le 
plus approprié de cryoconservation. Les activités basales pour 4 des isoformes du 
CYP ont donc été mesurées après le dégel dans les suspensions cellulaires 
d 'hépatocytes cryoconservés. Les activités basales des CYP 3A112, 2D2 et 2C6 dans 
les cellules cryoconservées avec le WPE étaient très semblables à celles obtenues 
avec les hépatocytes fraîchement isolés. L'activité basale du CYP 1Al/2 est plus 
élevée d'environ 20 % comparativement à celle des cellules fraîches. 
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Comparativement aux hépatocytes frais, les hépatocytes cryoconservés avec le 
OMSO, démontrent une diminution des activités basales de 80-60 % et 70-40 % pour 
les isoformes 202 et 3A 1/2 respectivement, ainsi qu'une augmentation des activités 
basales de 20-40 % et 20-25 % pour les isoformes IA1I2 et 2C6 respectivement 
(Grondin et al., 2008-b). Le OMSO pourrait donc être impliqué dans l'inhibition des 
isoformes 202 et 3A 112 et l'induction du 2C6, alors que la cryoconservation pourrait 
être impliquée dans l'induction de l'isoforme 1A 112. La cryoconservation des 
hépatocytes avec le WPE offre un avantage certain comparé au OMSO, puisque les 
niveaux de base de l'activité des 4 isoformes du cytochrome P450 suite au dégel 
démontrent des niveaux semblables aux hépatocytes frais. Néanmoins, les 
suspensions cellulaires cryoconservées avec les AcWPE, SulWPE ou duos de 
protéines recombinantes ont des niveaux de CYPs similaires aux cellules fraîches, 
aucune différence significative dans les niveaux d'activité n'est remarquée (Grondin 
et al., 2008-c). Conséquemment, la cryoconservation avec les AcWPE, SulWPE ou 
duos de protéines est préférable puisque la fonction des CYPs est maintenue au même 
niveau que dans les cellules fraîches. 
Par la suite, nous avons étudié l'activité des CYPs dans des cultures cellulaires 
d'hépatocytes. Des inducteurs spécifiques pour chaque isoforme étudié ont été utilisés 
afin de déterminer le maintien de CYPs selon la technique de cryoconservation 
utilisée. Certains isoformes sont inhibés par la cryoconservation conventionnelle au 
OMSO (CYP 3Al/2, 202 et 2C6) et d'autres sont activés (CYP IAI/2). Cependant, 
la cryoconservation avec les AcWPE, SulWPE ou duos de protéines recombinantes 
permet le maintien des niveaux des CYPs similaire à celui des cellules fraîches. 
Ainsi comme pour les suspensions cellulaires cryoconservées avec le WPE, les 
cultures de cellules cryoconservées avec le WPE démontrent des niveaux d'induction 
semblables aux cellules fraîches pour les isoformes 3A1/2, 2C6 et 202, alors que les 
niveaux de CYPIA1I2 sont toujours induits dans les cultures. Les cultures de cellules 
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cryoconservées avec le DMSO démontrent des niveaux plus faibles pour le 
CYP3A1I2, une inhibition du CYP2D2 et une activation du CYPlA1I2, tel 
qu'observé pour les suspensions cellulaires. Les niveaux d'induction du CYP2C6 
diffèrent significativement pour les cellules en culture ou en suspension, puisqu'ils 
sont inhibés ou activés respectivement. Dans les cellules en culture, la 
cryoconservation au DMSO inhibe donc les isoformes CYP 2D2, 2C6 et 3A 112 et 
induit les isoformes CYP 1A 112. La cryoconservation avec le WPE offre donc une 
alternative attrayante, puisqu'en culture les cellules cryoconservées avec le WPE ont 
des niveaux d'activité du cytochrome P45Ü plus semblables aux hépatocytes frais 
(Grondin et al., 2üü8-b). Les cultures de cellules cryoconservées avec les AcWPE, 
SulWPE ou duos de protéines ont des niveaux d'induction de CYPs similaires aux 
cellules fraîches, aucune différence significative dans les niveaux d'induction n'est 
remarquée (Grondin et al., 2üü8-c). La cryoconservation avec les AcWPE, SulWPE 
ou duos de protéines recombinantes est donc préférable puisque la fonction des CYPs, 
en suspension ou en culture, est maintenue au même niveau que dans les cellules 
fraîches. 
Un aspect intéressant est de regarder les niveaux de bases, avant induction de chaque 
isoforme, dépendamment de la technique de cryoconservation utilisée. Même si 
l'induction est semblable, il arrive que les niveaux de base soient très différents, 
démontrant ainsi la sensibilité de l'isoforme à la cryoconservation. 
Les activités basales des 4 isoformes de CYP sont nettement augmentées lorsque les 
cellules cryoconservées avec les WPE ou DMSO et les hépatocytes frais sont cultivés 
sur des Pétris traités préalablement avec du Matrigel. Les activités basales des 
cultures sur Matrigel montrent que, les activités des 4 isofOlmes de CYPs sont 
semblables pour les cellules fraîches et les cellules cryoconservées avec WPE, alors 
qu'elles sont inférieures pour les cellules cryoconservées avec le DMSO, à 
l'exception du CYP2C6. L'activité des isoformes du CYP est dépendante des 
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conditions de culture puisque l'activité du CYP2D2 est faiblement induite lorsque les 
cellules cryoconservées avec le DMSO sont cultivées sur une surface non-traitée, 
alors qu'elle est rétablie au même niveau que les cellules fraîches lorsque cultivées 
sur Matrigel. Cette expérience n'a cependant pas été effectuée pour les cellules 
cryoconservées avec les AcWPE, SulWPE ou les duos de protéines. 
Des études précédentes ont indiquées que les activités des isoformes du CYP tels que 
le CYP1A et 3A, après induction, étaient inférieures pour les cellules cryoconservées 
avec le DMSO en comparaison avec les activités des cellules fraîches (voir la revue: 
Li et al., 1999). Cependant, des rapports pl us récents ont montré que les activités 
enzymatiques de CYP3A, 2C et 20, après induction, sont maintenues dans les 
hépatocytes de rat cryoconservés avec le DMSO, relativement aux hépatocytes frais 
(Hewitt et Utesch, 2004; Houle et al., 2003). L'activité de CYP2C6 (activité 
d'hydroxylase de tolbutamide) dans les suspensions de cellules cryoconservées avec 
le DMSO est inférieure à celle des cellules fraîches (Hewitt et Utesch, 2004). Nos 
résultats démontrent que l'induction de l'activité des CYPs pour les cellules 
cryoconservées avec le DMSO est équivalente ou légèrement inférieure à celle 
mesurée pour les cellules fraîches et les cellules cryoconservées avec WPE, AcWPE, 
SulWPE ou duos de protéines recombinantes. 
Les hépatocytes en suspension et en culture monocouche sont couramment utilisés 
pour les études sur les nouveaux médicaments. En raison de la durée de vie limitée 
des hépatocytes (approximativement 5 h), les suspensions d'hépatocytes ne peuvent 
être utilisées que pour certaines applications, telles que la stabilité métabolique 
hépatique, l'inhibition du CYP450 et les activités des transporteurs de médicaments 
(Li, 2007). Cependant, les études d'induction des CYPs exigent l'utilisation de 
cultures en monocouche qui peuvent être en culture pendant 3 à 4 jours. Ces études 
demeurent le standard exigé par la FDA pour détecter les interactions 
médicamenteuses d'un nouveau médicament 
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Les activités des CYP450 induites pour les cellules cryoconservées avec les WPE, 
AcWPE, SulWPE ou duos de protéines recombiantes sont plus semblables à celles 
observées dans les hépatocytes frais. Ceci suggère que les WPE, AcWPE, SulWPE ou 
duos de protéines sont des cryoprotecteurs plus appropriés pour les cultures primaires 
d'hépatocytes que le DMSO. Cette étude démontre d'une manière concluante que les 
hépatocytes de rat cryoconservés avec les WPE, AcWPE, SulWPE ou duos de 
protéines maintiennent leur compétence métabolique et leur capacité de répondre aux 
inducteurs classiques des CYP après le dégel. 
La cryoconservation avec les WPE, SulWPE, AcWPE et duos de protéines 
recombinantes pourrait être un outil avantageux pour la découverte de nouveaux 
médicaments puisque les hépatocytes cryoconservés maintiennent leur activité pour 
les 4 isoformes de CYP étudiés que ce soit en suspension ou en culture. Cette 
technologie est fortement appropriée pour la recherche et découverte de médicaments 
et est actuellement validée pour les hépatocytes humains. Le développement et 
l'optimisation du protocole de cryoconservation pour les hépatocytes humains 
fourniront une solution pour la disponibilité des hépatocytes pour la transplantation 
de patients souffrant de déficiences hépatiques aiguës et de défauts métaboliques du 
foie (Terry et al., 2006a). 
CHAPITRE X
 
LES EFFETS DE LA CRYOCONSERVATION SUR LES
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215 
La viabilité cellulaire et le maintien des fonctions hépatospécifiques sont deux 
facteurs primordiaux dans l'évaluation d'une technique de cryoconservation. 
Cependant, l'adhésion cellulaire est essentielle pour le maintien de la viabilité des 
cellules en culture ainsi que pour les fonctions hépatospécifiques. 
L'adhésion des cellules à la matrice extracellulaire (EMC) joue un rôle central dans 
beaucoup de processus biologiques complexes, y compris la forme, la motilité, la 
croissance, la différentiation et la survie cellulaire (Aplin et al., 1998; Danen et 
Yamada, 2001), en particulier, dans le cas des cellules épithéliales qui sont fixées aux 
membranes basales. Ces cellules possèdent une variété de glycoprotéines adhésives 
de l'EMC, telles que le collagène, la laminine, la fibronectine et les protéoglycans. 
L'attachement des cellules est crucial pour l'architecture cellulaire tridimensionnelle, 
pour l'établissement de la polarité basale-apicale et pour maintenir l'intégrité tissulaire 
(Ashkenas et al., 1996; Gumbiner, 1996). Les contacts cellules-cellules sont 
également essentiels à plusieurs fonctions cellulaires, telles que la différentiation, 
l'homéostasie et la réparation de dommages cellulaires. Ces processus importants sont 
en partie contrôlés par un certain nombre de molécules d'adhésion qui montrent un 
modèle spatio-temporel d'expression bien régulé pendant le développement et la 
régénération (Hynes, 1992). 
La cryoconservation modifie la capacité d'adhésion des cellules (Hamel et al., 2006). 
Dans le 3e article, l'observation morphologique 24 h après l'ensemencement montre 
l'adhésion des hépatocytes décongelés, qui étaient cryoconservés avec les WPE, 
DMSO, SuIWPE, AcWPE ou des protéines de recombinantes, comparativement aux 
hépatocytes fraîchement isolés (Grondin et al., 2008-a). L'adhésion des cellules 
fraîches est plus élevée et l'étalement des hépatocytes frais est plus étendu que pour 
les cellules cryoconservées, rendant l'identification d'une cellule fraîche individuelle 
plus difficile. Les cellules cryoconservées avec les WPE, SuIWPE, AcWPE ou des 
protéines recombinantes sont plus étalées comparativement aux cellules 
216
 
cryoconservées avec le DMSO, mais se présentent moins étalées (plus rondes) 
comparativement aux cellules fraîches (Grondin et al., 2008-a; Hamel et al., 2006). 
Dans le 1er article, nous avons démontré que les efficacités d'attachement sont de 
l'ordre de 50 % pour les cellules cryoconservées avec le WPE et le DMSO 
comparativement aux cellules fraîches (Hamel et al., 2006). Nos résultats sont 
semblables à ceux obtenus dans d'autres études sur des hépatocytes cryoconservés au 
DMSO (Chesne et al., 1993; Coundouris et al., 1993; Coundouris et al., 1990; Silva 
et al., 1999; Sosef et al., 2005; Swales et al., 1996-b; Swales et al., 1996). L'adhésion 
des cellules est très importante puisque la densité cellulaire a un impact sur les 
activités métaboliques et l'intégrité fonctionnelle des cellules. Bien que plusieurs 
chercheurs aient essayé de reconstituer ces activités dans des cultures d'hépatocytes 
matures en monocouche, la plupart des tentatives ont échouées probablement en 
raison de la perte de la configuration po larisée des hépatocytes (Berthiaume et al., 
1996). L'architecture des hépatocytes en culture joue un rôle crucial dans le maintien 
de l'expression des gènes hépatiques (Berthjaume et al., 1996; Dunn et al., 1992b; 
Musat et al., 1993; Rana et al., 1994). Nous avons également démontré que 
l'efficacité d'attachement est supérieure pour les cellules cryoconservées avec 
SuIWPE, AcWPE ou des protéines recombinantes, comparativement aux cellules 
cryoconservées avec le DMSO ou le WPE (Grondin et al., 2008-a, 2008-c). 
L'efficacité d'attachement est de l'ordre de 70 % pour les cellules cryoconservées 
avec les SuIWPE, AcWPE ou les protéines recombinantes. 
Les mécanismes responsables de cette diminution de l'efficacité d'attachement ne sont 
toutefois pas connus. Afin d'élucider ces mécanismes, nous avons étudié l'effet de la 
cryoconservation sur la stabilité de trois des plus importantes molécules d'adhésion, 
soit l'intégrine ~1, la E-cadhérine et la ~-caténine, en utilisant l'immunofluorescence 
et l'immunobuvardage. 
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Les intégrines représentent la plus importante famille de molécules d'adhésion de 
l'ECM. Ce sont des protéines hétérodimériques transmembranaires, composées de 
sous-unités a et ~. Elles possèdent des domaines extracellulaires de liaison à l'ECM, 
et des domaines cytoplasmiques qui s'associent au cytosquelette d'actine et à d'autres 
protéines, y compris la vinculine, la taline, la paxilline et l'a-actinine (Giancotti et 
Ruoslahti, 1999). Elles interviennent généralement dans l'interaction cellule-matrice 
(Knudsen et al., 1998; Vleminckx et Kemler, 1999). 
Plusieurs autres molécules d'adhésion ont été identifiées et classifiées dans plusieurs 
familles (Gumbiner, 1996; Shimizu, 1996), dont la famille des cadhérines (molécules 
d'adhésion calcium-dépendante). Elles interviennent généralement dans les 
interactions cellules-cellules et jouent un rôle fondamental en maintenant l'intégrité 
des structures multicellulaires (Wu et Maniatis, 1999). La E-cadhérine était nommée 
à l'origine uvomoruline ou L-CAM (molécule d'adhésion des cellules du foie), 
suggérant de ce fait que ce soit un régulateur important d'adhésion intercellulaire des 
hépatocytes (Gallin et al., 1985; Ringwald et al., 1987). 
Une autre superfamille de molécule d'adhésion est la famille des caténines. L'a­
caténine se lie au domaine cytoplasmique des cadhérines par l'intermédiaire de ~- ou 
y-caténine; l'a-caténine ne se lie pas directement aux cadhérines (Nathke et al., 1994). 
En raison de son homologie avec la vinculine, on suggère que l'a-caténine lie le 
complexe cadhérine/caténine au cytosquelette (Tsukita et al., 1992). La ~-caténine est 
un membre important de cette famille, elle est responsable de la transactivation des 
gènes cibles après la formation du complexe hétérodimérique entre le facteur des 
cellules T et la famille des facteurs lymphoïdes puis de sa translocation au noyau 
(Hsu et al., 1998; Zhurinsky et al., 2000b). Certaines études ont démontré que les 
niveaux de ~-caténine sont étroitement régulés par la disponibilité de la forme 
monomérique libre à l'intérieur d'une cellule normale, ainsi que pendant la croissance 
(Monga et al., 2001; Peifer et Polakis, 2000; Salic et al., 2000). La ~-caténine est 
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localisée à la membrane des hépatocytes dans un foie normal de rat adulte avec une 
faible présence cytoplasmique (Monga et al., 2001). L'association de la E-cadhérine 
et de la ~-caténine à la membrane cel1ulaire est bien connue. Cette association joue un 
rôle dans l'adhésion cellules-cellules. 
Les cultures primaires d'hépatocytes sont couramment utilisées comme système 
modèle pour étudier les fonctions du foie, dont le métabolisme des médicaments, 
l'hépatotoxicité, la biosynthèse de protéines et l'expression de gènes. En culture dans 
des Pétris en plastique, les hépatocytes matures isolés s'étalent rapidement, et 
montrent des fonctions hépatospécifiques nettement réduites (Bissell et al., 1987). En 
culture sur des Pétris en plastique enduits de protéoglycans dérivés du foie (Koide et 
al., 1989; Tong et al., 1992) ou d'un substrat synthétique (Tobe et al., 1992), les 
hépatocytes s'agrègent en sphéroïdes multicellulaires, tout en maintenant leur polarité 
cellulaire normale et certaines fonctions différenciées pendant des périodes 
prolongées. 
Les jonctions serrées (TJs) et les jonctions adhérentes (AJs) forment une barrière à la 
diffusion des macromolécules à travers l'épithélium dans différents tissus. Les TJs 
sont une barrière physique à la diffusion des macromolécules dans l'espace 
extracellulaire, et les AJs peuvent indirectement réguler la structure et la fonction des 
TJs (Rao et al., 2002). Les occludines (Anderson et Van Itallie, 1995), claudines 
(Tsukita et Furuse, 1999) et molécules des AJs (Mm1in-Padura et al., 1998) sont les 
protéines transmembranaires localisées aux TJs. Les E-cadhérines et les caténines 
sont principalement localisées aux AJs (Anderson et Van Hallie, 1995). La liaison des 
~-caténines et des E-cadhérines joue donc un rôle important dans le maintien de la 
structure des AJs (Cowin et Burke, 1996). 
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Nous avons utilisé l'immunofluorescence afin de localiser les intégrines ~ l, les E­
cadhérines et les ~-caténines dans les hépatocytes. La fluorescence de ces molécules 
est plus élevée dans les cellules fraîches comparativement aux cellules 
cryoconservées avec le WPE ou le DMSO. Aucune différence significative des 
niveaux de fluorescence entre les cellules cryoconservées avec le DMSO ou le WPE 
n'a été notée. La localisation des molécules d'adhésion est identique pour les cellules 
cryoconservées et pour les cellules fraîches (Grondin et al., 200S-a). 
L'analyse par immunobuvardage confirme les observations obtenues par 
immunofluorescense. Le niveau des protéines, correspondant aux trois marqueurs 
utilisés (intégrine ~ l, E-cadhérine et ~-caténine), est beaucoup pl us élevé dans les 
cellules fraîches comparées aux cellules cryoconservées. Ces résultats démontrent 
également que le WPE permettent de conserver de plus hauts niveaux de protéines 
d'adhésion comparativement au DMSO (Grondin et al., 200S-a). 
Nous avons démontré que la quantité d'intégrine ~ 1 est diminuée de 62 et 74 % 
respectivement pour les cellules cryoconservées avec le WPE et le DMSO (Grondin 
et al., 200S-a). Giancotti a démontré qu'une perte d'intégrine ~ 1 cause une perte 
d'activité fonctionnelle des jonctions d'adhésion (Giancotti, 1997). Nous avons 
également observé une diminution de l'intégrine ~ 1 chez les cellules cryoconservées 
avec le WPE ou le DMSO pouvant causer une perte de fonction des jonctions 
d'adhésion, d'où une perte d'adhésion des cellules cryoconservées. 
La quantité de la E-cadhérine est diminuée de 21 et 37 % respectivement pour les 
cellules cryoconservées avec le WPE et le DMSO (Grondin et al., 200S-a). Par 
immunohistochimie, il a été démontré que la ~-caténine est localisée 
préférentiellement à la membrane des hépatocytes dans le foie de rat adulte (Monga et 
al., 2001). De plus, la E-cadhérine et la ~-caténine sont situées dans les jonctions 
d'adhésion entre les cellules (Higashi et al., 2004; Lim et al., 2007). Nous avons noté 
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une légère diminution de la E-cadhérine ainsi qu'une diminution plus importante de 
5S et 51 % de la ~-caténine pour les cellules cryoconservées avec le WPE et le 
DMSO respectivement, et qu'elle est localisée à la membrane chez les cellules 
fraîches et les cellules cryoconservées (Grondin et al., 200S-a). Nous avons 
également démontré que dans les cellules fraîches, la localisation de la E-cadhérine 
est à la membrane entre les cellules (Grondin et al., 200S-a). La perte de la E­
cadhérine peut causer la déstabilisation de l'intégrité structurale de l'épithélium et 
dissocier les cellules de leurs voisins (Gumbiner, 1996). Une diminution sur cette 
molécule d'adhésion peut donc ainsi expliquer une perte de contact cellules-cellules. 
La diminution plus importante de la ~-caténine qui se lie à la région extra­
membranaire de la E-cadhérine peut également expliquer cette perte de contact 
cellules-cellules. 
De plus, l'analyse de l'immunobuvardage pour les cellules cryoconservées avec les 
SuIWPE, Ac WPE ou protéines recombinantes démontre une perte plus faible de 15 à 
20 % des molécules d'adhésion comparativement aux hépatocytes cryoconservés 
avec le WPE ou le DMSO. Ces résultats démontrent que les WPEs partiellement 
purifiés et les protéines recombinantes sont plus efficaces pour cryoconserver les 
hépatocytes comparativement au DMSO. 
La grande capacité des protéines recombinantes à protéger les molécules d'adhésion 
peut être liée à leur fonction native chez le blé. Dans le 3e et 4e article, nous avons 
démontré le potentiel cryoprotecteur de 5 protéines recombinantes (WCS120, TalRI­
2, WCS19, TaTlL, et WCOR410) (Grondin et al., 200S-a, 200S-c). Deux 
3ecombinaisons de protéines recombinantes ont été étudiées dans le article 
(WCS120-TaIRI-2 et WCS19-TaTlL), bien que la combinaison TaTlL-WCOR410 
donne également une bonne viabilité après dégel (Grondin et al., 200S-c). 
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Chez le blé, la déhydrine WCS 120 se retrouve dans le cytoplasme et le nucléoplasme 
suggérant un rôle de protection générai. Sa présence élevée dans le noyau indique 
également un potentiel pour la protection de la machinerie transcriptionelle. La 
WCS 120 est hydrophile ce qui implique que cette protéine pourrait fournir un 
microenvironnement réduisant la perte de molécules d'eau et la dénaturation des 
protéines (Jaenicke, 1991) durant la déshydratation. La WCS120 pourrait entourer les 
protéines cellulaires essentielles et les protéger contre des changements de 
conformation ou l'agglomération pendant la congélation ou la déshydratation autant 
chez le blé que chez les cellules cryoconservées (Houde et al., 1995). Il a été 
démontré que la WCS 120 protège la LDH contre la dénaturation induite par la 
congélation 100 fois plus que le BSA (Houde et al., 1995). Ainsi, WCS 120 peut 
protéger l'intégrité des molécules d'adhésion situées à la membrane cellulaire et 
empêcher leur détachement de la membrane cellulaire. 
L'expression génétique de TaIRI-2 est régulée à la hausse par les basses températures. 
TaIRI-2 démontre des homologies de séquence avec les protéines AFPs qui possèdent 
une activité d'inhibition de recristallisation de la glace, ce qui suggère fortement un 
rôle dans l'acclimatation au froid et la tolérance au gel chez le blé (Tremblay et al., 
2005). La structure primaire de TaIRI-2 montre une série de motifs répétés hautement 
conservés avec des résidus sérine et thréonine régulièrement espacés qui peuvent 
former des ponts hydrogène avec la surface de la glace (Sidebottom et al., 2000), 
empêchant la croissance des cristaux de glace qui endommagent les parois cellulaires 
lors de la cryoconservation. La capacité des protéines TaIRI-2 à inhiber la croissance 
des cristaux de glace peut contribuer à la survie de la cellule et à la protection des 
membranes pendant la cryoconservation des hépatocytes. 
TaTIL est une lipocaline végétale qui pourrait avoir un rôle antioxydant et être 
impliquée dans le transport du stérol à la membrane en réponse au stress (Demel et 
De Kruyff, 1976). En raison de son homologie avec les lipocalines ancrées à la 
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membrane tel que les BIc, ApoD et Lazarillo, il est suggéré que la protéine TaTiL 
pourrait également être une protéine associée à la membrane (Frenette Charron et al., 
2002). Toutes ces protéines semblent être exprimées en réponse à des stress 
membranaires (Bishop, 2000), suggérant un rôle biologique dans la biogenèse et la 
réparation des membranes dans des conditions de stress sévères. Les stress de 
température sont connus pour induire des dommages membranaires. Ainsi, TaTiL 
pourrait protéger la membrane cellulaire contre les dommages induits par la 
cryoconservation et ainsi empêcher la perte de molécules d'adhésion. 
La protéine WCS 19, une LEA du groupe 3, est exprimée constitutivement à 20°C et 
devient fonctionnelle après un changement de température. La WCS 19 contient 
plusieurs répétitions de Il-mers. On a proposé pour les protéines contenant ces 
répétitions une fonction de chélateur d'ions pendant la dessiccation (Dure, 1993) ainsi 
qu'une certaine activité cryoprotectrice (Honjoh et al., 2000). Ces protéines 
amphipatiques peuvent aussi stabiliser et protéger contre la dénaturation partielle des 
protéines ou des membranes par leurs interactions hydrophobes. La WCS 19 peut 
aussi interagir avec des lipides et des protéines spécifiques de la membrane et du 
stroma (N'Dong et al., 2002). Toutes ces fonctions de la WCS 19 peuvent permettre 
une protection de la membrane cellulaire et des molécules d'adhésion. 
La WCOR410 est une déhydrine acide dont les propriétés, l'abondance et la 
localisation suggèrent une implication dans la cryoprotection de la membrane 
plasmique lors de la congélation. Les protéines telles que la WCOR410 contiennent 
une teneur élevée en acides aminés acides, basiques et hydroxylés qui peuvent 
interagir avec les lipides membranaires, tels que les différents phospholipides, les 
cérébrosides et les stérols. Si une molécule WCOR41 0 peut se lier à plusieurs espèces 
de lipides en même temps, ceci pourrait empêcher la déstabilisation lipidique qui se 
produit pendant la déshydratation. Les déhydrines acides peuvent agir au niveau de la 
conservation de l'eau ou directement remplacer l'eau de solvatation de la membrane. 
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La WCOR410 peut donc empêcher la déstabilisation de la membrane plasmique se 
produisant pendant la déshydratation liée à la congélation, et ainsi être un facteur 
déterminant pour la résistance accrue des cellules à la congélation (Danyluk et al., 
1995). 
3eLes données du article, démontrent la capacité des WPEs et des protéines 
recombinantes à améliorer l'efficacité d'adhésion des hépatocytes de rat, par la 
protection des trois principales molécules d'adhésion (intégrine ~ 1, E-cadhérine et ~­
caténine), qui sont importantes pour l'intégrité structurale et métabolique des 
hépatocytes (Grondin et al., 200S-a). La détermination des mécanismes par lesquels 
les WPEs et les protéines recombinantes protègent ces molécules, aidera à optimiser 
le procédé de cryoconservation afin d'obtenir des cellules cryoconservées avec une 
efficacité d'adhésion comparable aux cellules fraîches. 
CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES
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Plusieurs études ont démontré que la cryoconservation avec la technique classique du 
DMSO comporte d'incontestables limitations: perte d'efficacité d'attachement et 
diminution des fonctions hépatospécifiques. Dans cette présente étude, nous avons 
mis au point de nouveaux protocoles de cryoconservation permettant de pallier à ces 
limitations. 
La technique de cryoconservation avec le DMSO et les WPEs (NA et CA) démontre 
une perte de l'adhésion cellulaire (soit 50 % d'adhésion) (Hamel et al., 2006). 
Cependant, une meilleure adhésion cellulaire (environ 70%) est obtenue avec les 
techniques de cryoconservation avec les SulWPE et AcWPE ou les protéines 
recombinantes. Bien que l'adhésion des cellules cryoconservées avec les WPEs ou les 
SuIWPE, AcWPEs et les protéines recombinantes soit différente, leur morphologie 
cellulaire est similaire. L'analyse morphologique par microcopie démontre qu'après 
24 h en culture, ces cellules cryoconservées demeurent plutôt rondes et ne s'étalent 
pas comme les cellules fraîches. Cependant, des contacts cellules-cellules sont 
observés tout comme pour les cultures de cellules fraîches ou cryoconservées avec les 
WPEs ou protéines recombiantes. De plus, les cellules cryoconservées avec les 
protéines partiellement purifiées ou les protéines recombinantes se regroupent plus 
que les cellules cryoconservées selon la technique classique au DMSO. Donc, nous 
avons obtenu une amélioration de l'adhésion et de la morphologie cellulaire grâce 
aux protocoles de cryoconservation avec les SulWPE et AcWPE ou les protéines 
recombinantes. 
Les WPEs (bruts et partiellement purifiés) et les protéines recombinantes ont 
démontré leur capacité d'amélioration de l'adhésion des hépatocytes de rat, en 
protégeant les trois principales molécules d'adhésion (intégrine ~ l, E-cadhérine et ~­
caténine), reconnues pour leur importance dans le maintien de l'intégrité structurale et 
métabolique des hépatocytes (Grondin et al., 200S-a). La détermination des 
mécanismes par lesquels les WPEs et les protéines recombinantes protègent ces 
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molécules, permettra l'optimisation du procédé de cryoconservation afin d'obtenir 
des cellules cryoconservées avec une adhésion comparable aux cellules fraîches. Les 
mécanismes proposés dans le processus de cryoconservation sont basés sur les rôles 
et fonctions des protéines de tolérance au gel chez le blé. 
Nous pouvons donc associer la fonction des protéines natives chez le blé à un rôle 
potentiel dans la cryoconservation de cellules animales. La WCS 120 possède un 
pouvoir cryoprotecteur 100 fois plus élevé que le BSA (Houde et al., 1995). Ainsi, 
elle pourrait protéger les molécules d'adhésion situées à la membrane cellulaire en 
empêchant leur dénaturation et leur désencrage de la membrane cellulaire. La 
structure primaire de TaIRl-2 montre sa capacité à former des ponts hydrogène avec 
la surface des cristaux de glace (Sidebottom et al., 2000). TaIRl-2 pOlliTait donc 
empêcher la recristallisation de glace et ainsi contribuer à la survie des cellules par la 
protection de ses membranes et de ses composantes. Les lipocalines sont exprimées 
en réponse à des stress membranaires (Bishop, 2000), ce qui implique un rôle 
biologique dans la biogenèse et la réparation des membranes. Son homologue végétal 
TaTI L, pourrait donc protéger la membrane cellulaire de la dénaturation thermique et 
ainsi empêcher la perte de molécules d'adhésion. La WCS 19 possède un rôle 
cryoprotecteur (N'Dong et al., 2002) et pourrait, par ses interactions hydrophobes, 
stabiliser et protéger des protéines et/ou des membranes contre la dénaturation 
partielle. La WCS 19 pourrait également interagir avec des lipides et des protéines 
spécifiques de la membrane et du stroma. Toutes ces fonctions de la WCS 19 
permettraient une protection de la membrane cellulaire et des molécules d'adhésion. 
La conservation de l'adhésion des cellules est très importante, mais le maintien des 
fonctions hépatospécifiques est primordial pour l'évaluation d'une technique de 
cryoconservation. Chez les hépatocytes cryoconservés avec le DMSO, le taux de 
sécrétion de l'albumine est inférieur au taux des hépatocytes frais ou cryoconservés 
avec les WPEs (Guillouzo et al., 1988; Kim et al., 2001a; Son et al., 2004; Sosefet 
227 
al., 2005). La synthèse de l'urée est également altérée, le taux étant inférieur à celui 
des cellules fraîches ou cryoconservées avec les WPEs (Silva et al., 1999; Sosef et al., 
2005). La cryoconservation avec les WPEs permet un bon maintien des fonctions 
hépatospécifiques (Silva et al., 1999; Sosef et al., 2005). 
De plus, la cryoconservation avec les WPE, SuIWPE, AcWPE et protéines 
recombinantes pounait être un outil avantageux dans la découverte de nouveaux 
médicaments puisque les hépatocytes cryoconservés maintiennent des niveaux 
d'activité des 4 isoformes du CYP similaires aux cellules fraîches en suspension ou 
en culture. Cette technologie est très appropriée pour la recherche/découverte de 
nouveaux médicaments et est actuellement validée pour les hépatocytes humains. 
Les extraits de blé (bruts ou partiellement purifiés) et les protéines recombinantes 
sont des cryoprotecteurs supérieurs au DMSO. La viabilité et l'adhésion cellulaire 
ainsi que le maintien des fonctions hépatospécifiques sont supérieurs avec notre 
technique de cryoconservation qu'avec la technique classique au DMSO. D'autres 
avantages non négligeables des extraits de blé (bruts ou partiellement purifiés) sont 
leur composition naturelle et leur non toxicité pour les cellules. L'usage de l'extrait 
brut ou partiellement purifié de blé dépend de l'utilisation ultérieure des cellules. Il 
est certain que l'extrait partiellement purifié est plus coûteux mais son efficacité 
supérieure lui confère un avantage certain dans les cas ou les cellules cryoconservées 
sont d'une grande valeur. 
Le développement et l'optimisation du protocole de cryoconservation pour les 
hépatocytes humains fournira une solution potentielle à la disponibilité restreinte des 
hépatocytes pour la transplantation de patients souffrant de déficiences aigües 
hépatiques ou de défauts métaboliques du foie (Terry et al., 2006a). L'amélioration 
des techniques de cryoconservation pOlliTait également permettre l'établissement de 
nouveaux protocoles permettant une meilleure évaluation des phases 1 et II des 
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nouveaux médicaments sur les hépatocytes humains. Ces protocoles permettraient 
une augmentation de la fiabilité des tests. 
Le protocole de cryoconservation avec les protéines de blé peut également être 
appliqué à plusieurs autres types cellulaires ou tissus. 11 existe une demande 
importante pour plusieurs types cellulaires ou tissus tel que les cellules reproductrices 
(spermatozoïdes, ovocytes), les embryons, les cellules souches, les cornées ou les 
tissus de peau. Une cryoconservation efficace permettra de répondre aux demandes. 
Dans le domaine de la reproduction, les cryoprotecteurs couramment utilisés sont le 
DMSO ou le glycérol complémenté avec des protéines animales (SFV, jaune d'œuf). 
Due aux contaminations virales potentielles, la tendance est à l'élimination de 
l'utilisation des protéines animales en cryoconservation. La technique de 
cryoconservation développée ici ne contient aucune protéine animale et ne requiert 
pas de complémentation avec des protéines animales. De plus, tout comme pour les 
hépatocytes, les techniques de cryoconservation présentement utilisées en 
reproduction animale et humaine présentent des lacunes. L'utilisation des protéines 
de blé comme agent de cryoconservation a le potentiel d'améliorer la condition des 
cellules reproductrices et des embryons après dégel. 
Des études additionnelles, sur la mécanistique de protection des protéines de blé, 
seraient intéressantes. Ces recherches permettraient peut-être de découvrir de 
nouvelles classes de protéines impliquées dans la cryoconservation. De plus, une 
étude approffondie de la composition de l'extrait pelmettrait l'identification de 
nouvelles proteines impliquées dans le potentiel cryoconservateur de l'extrait de blé. 
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